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1 UVOD 
Med se že dolgo uporablja kot tradicionalno zdravilo za zdravljenje ran in vnetij. Zahteve 
potrošnikov so spodbudile njegovo uporabo tudi v sodobni medicini, kot naravno 
antioksidativno, protimikrobno in protifilmotvorno sredstvo. Predstavlja vir bioaktivnih 
spojin med katerimi so najpomembnejše v vodi topni vitamini, fenolne spojine, vodikov 
peroksid, metilglioksal, sladkorji in kisline (Oryan in sod., 2016). 
Ustna votlina predstavlja ugodno okolje za rast in razmnoževanje mikroorganizmov. Je 
življenjsko okolje različnim vrstam bakterij, ki so se sposobne pritrjevati na zobno 
površino in tvoriti biofilm. Ta oblika kolonizacije jih ščiti in zavira učinkovitost 
protimikrobnih sredstev. Biofilm lahko povzroči propad zobnega tkiva in s tem povezane 
parodontalne bolezni. Med bakterijami, ki najpogosteje kolonizirajo površine v ustni 
votlini, so bakterije rodov Streptococcus, Prevotella, Staphylococcus, Porphyromonas, 
Actinomyces in Lactobacillus (Johansson in sod., 2016; Corby in sod., 2005). 
Protiadhezivno delovanje medu predstavlja inovativen način omejevanja nastanka različnih 
bolezni. Podrobni mehanizmi delovanja še niso dobro raziskani. Nekatere komponente 
medu naj bi vplivale na strukturo bakterijskih organelov in povzročile omejitev gibanja in 
pritrjevanja. Motile naj bi medcelično komunikacijo in posledično tvorbo biofilma (Rabie 
in sod., 2016; da Silva in sod., 2016). 
Na adhezijo bakterij in tvorbo biofilma vplivajo različni dejavniki, lastnosti materialov in 
bakterij ter okoljski vplivi. Materiali, ki se uporabljajo za obnovo zobne površine, morajo 
biti odporni na prisotnost bakterijskega delovanja. Najpogosteje uporabljeni so amalgam in 
nanohibridni kompozit. Njihova obdelava je zelo pomembna, saj se na bolj hrapave 
površine pritrdi več bakterijskih celic (Busscher in sod., 2010).  
V magistrski nalogi smo se usmerili k določanju protiadhezivnega vpliva različnih vrst 
medu na izbrane bakterije ustne votline, ki z adhezijo začnejo tvorbo biofilma in s tem 
povezane bolezni. 
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1.1 CILJI IN HIPOTEZE 
1.1.1 Cilji magistrskega dela 
Glavni cilj magistrskega dela je bil določiti, ali med vpliva na adhezijo izbranih bakterij 
ustne votline. 
Podrobni cilji naše raziskave so bili: 
o določiti minimalno inhibitorno koncentracijo različnih vrst medu za izbrane 
bakterije ustne votline (Streptococcus cristatus, Staphylococcus warneri, Prevotella 
oralis) in določiti subinhibitorno koncentracijo za določanje protiadhezivnega 
učinka medu, ki ne bo vplivala na rast bakterij, temveč le na zmanjšano adhezijo; 
o določiti vpliv različnih subinhibitornih koncentracij medu na adhezijo na 
polistirenu; 
o preveriti vpliv vrste površine na protiadhezivno delovanje medu. 
1.1.2 Hipoteze 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
o vzorci medu bodo na izbrane bakterije ustne votline (Streptococcus cristatus, 
Staphylococcus warneri, Prevotella oralis) imeli protibakterijsko delovanje; 
o pri določanju bakterijske adhezije smo predvideli, da bo imel največji 
protiadhezivni učinek med manuke; 
o večja kot bo vsebnost medu, boljša bo inhibicija bakterijske adhezije; 
o vrsta površine bo vplivala na protiadhezivno delovanje medu. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKROBIOTA USTNE VOTLINE  
Mikroorganizmi ustne votline predstavljajo enega najbolj pestrih in zapletenih 
mikrobiomov v človeškem telesu (Dewhirst in sod., 2010). Oralna mikrobiota je stabilen 
sistem mikroorganizmov, vendar se lahko v primeru večjih sprememb (padec vrednosti 
pH, stik z zdravili, spremembe v prehrani) stabilnost hitro poruši, kar vodi v nastanek 
številnih bolezni. Najpogostejša bolezen ustne votline je karies, ki ga povzročajo bakterije 
v biofilmu oz. zobnih oblogah. Biofilmi ustne votline so nehomogene strukture med seboj 
povezanih mikroorganizmov, ki so obdani s komponentami sline in bakterijskega 
zunajceličnega matriksa (Johansson in sod., 2016). Ustna mikrobiota predstavlja več kot 
700 različnih vrst bakterij, ki v ustni votlini kolonizirajo zobno površino, jezik, sluznico, 
nebo, dlesni ter periodontalne žepe. Med najpogostejše predstavnike spadajo bakterije 
rodov Streptococcus, Prevotella, Leptotrichia, Actinomyces, Fusobacterium, 
Capnocytophaga, Corynebacterium, Campylobacter, Porphyromonas (Johansson in sod., 
2016), Actinomyces, Lactobacillus, Bacteroides, Gemella, Eubacterium (Corby in sod., 
2005). Med najpomembnejše uvrščamo ustne streptokoke, med katerimi so glavne 
povzročiteljice kariesa bakterije vrste Streptococcus mutans (Loesche, 1986).  
2.1.1 Značilnost bakterij rodov Streptococcus, Staphylococcus, Prevotella 
2.1.1.1 Bakterije rodu Streptococcus 
Ustni streptokoki predstavljajo največjo skupino bakterij (> 80 %) v ustni votlini. So 
glavni povzročitelji zobnih obolenj, predvsem kariesa. Glavni vhod streptokokov v 
človeško telo je skozi ustno votlino. So fakultativni anaerobi, negibljivi, nesporogeni, po 
Gramu pozitivni koki, ki se zbirajo v verižicah. Za rast in energijo izkoriščajo sladkorje, 
kot so saharoza, glukoza in laktoza, iz katerih nato tvorijo kislino, ki povzroča 
demineralizacijo zobnega tkiva (Jenkinson, 1997). 
Bakterije vrste Streptococcus cristatus spadajo v skupino viridans, skupino α–hemolitičnih 
in nehemolitičnih streptokokov, ki naseljujejo gastrointestinalni trakt človeka. Zanje so 
značilni pili oz. fimbrije v čopih, s katerimi adherirajo na površino. Med bakterijami vrst 
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Streptococcus cristatus in Porphyromonas gingivalis, ki so glavni povzročitelji 
parodontitisa pri odraslih ljudeh, obstaja negativna korelacija. Baterije vrste Strept. 
cristatus preprečujejo bakterijam vrste Porphyromonas gingivalis tvorbo biofilma tako, da 
inhibirajo ekspresijo gena fimA, ki kodira glavno beljakovinsko podenoto dolgih fimbrij pri 
bakterijah vrste Porphyromonas gingivalis, in s tem zmanjšujejo nastanek parodontitisa 
(Wang in sod., 2009). 
2.1.1.2 Bakterije rodu Staphylococcus 
Bakterije rodu Staphylococcus so v naravi splošno razširjene, pri ljudeh pa najpogosteje 
kolonizirajo kožo in sluznico. Sodijo med pomembnejše patogene mikroorganizme, saj 
povzročajo številne bolezni kot so gastrointestinalne okužbe. So fakultativni anaerobi, 
negibljivi, nesporogeni in po Gramu pozitivni koki, ki se povezujejo v grozdaste in druge 
nepravilne gruče. Glede na sposobnost tvorbe encima koagulaze, ki pretvarja fibrinogen v 
fibrin, delimo rod na koagulaza–pozitivne in koagulaza–negativne stafilokoke. Med 
najpomembnejšimi stafilokoki, ki pogosto povzročajo številna obolenja spadata vrsti 
Staph. aureus in Staph. epidermidis. 
Bakterije vrste Staphylococcus warneri spadajo med koagulaza negativne stafilokoke in 
predstavljajo 1 % vseh stafilokokov na kožni površini. Od bakterij vrste Staph. epidermidis 
se ločijo po tem, da nimajo encima fosfataze in ne morejo proizvajati kisline iz disaharida 
trehaloze. Čeprav redko povzročajo hujša obolenja, so poročali o prisotnosti bakterij vrste 
Staph. warneri pri resnih okužbah (bakterijski endokarditis) v povezavi z implentacijskimi 
materiali pri imunsko oslabljenih bolnikih (Kuvhenguhwa in sod., 2017; Kamath in sod., 
1992).  
2.1.1.3 Bakterije rodu Prevotella 
Bakterije rodu Prevotella najpogosteje kolonizirajo sluznico ustne votline in vaginalno 
okolje. So oportunistični patogeni, ki najpogosteje sodelujejo pri nastanku periodontitisa in 
kroničnega sinusitisa, povezujejo pa jih tudi z obolenji pljuč – pljučnico in pljučnimi 
abcesi (Kimberlin in sod., 2015). So po Gramu negativni, nesporogeni, negibljivi, 
anaerobni saharolitični bacili. Glede na proizvodnjo pigmentiranih kolonij na krvnem 
agarju jih delimo na pigmentirane in nepigmentirane vrste. 
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Bakterije vrste Prevotella oralis so saharolitični nepigmentirani bacili. So naravni 
kontaminanti ustne mikrobiote, večkrat izolirani iz anaerobnih predelov ustne votline na 
primer iz periodontalnih žepov. Najpogosteje povzročajo vnetja v predelih ustne votline, 
natančneje na periapiksu, povezujejo pa jih tudi z nastankom osteomielitisa in pljučnih 
obolenj (Brook, 2017). 
2.2 NADOMESTNI ZOBNI MATERIALI 
Mikroorganizmi lahko na zobni površini povzročijo demineralizacijo zobnega tkiva, 
katerega je do neke mere možno nadomestiti z različnimi nadomestnimi zobnimi materiali. 
Ker omogočajo tvorbo biofilma, je njihova odpornost proti delovanju mikroorganizmov še 
toliko bolj pomembna (Busscher in sod., 2010). S poznavanjem mehanizmov bakterijske 
adhezije na različne zobne materiale lahko preprečimo nastanek biofilma z izboljšanjem 
lastnosti nadomestnih zobnih površin (Han in sod., 2016). Med najpogostejšimi 
nadomestnimi materiali zobnega tkiva se uporabljajo amalgam, nanohibridni kompoziti, 
keramika, zlato, krom–kobalt in drugi (Busscher in sod., 2010). 
2.2.1 Amalgam 
Eden najbolj razširjenih materialov, ki se uporablja v zobozdravstvu je amalgam, zlitina 
živega srebra in kovin kot so srebro, kositer, baker ter druge. Amalgam se ne more vezati 
na zobno površino, ampak ga s pomočjo mehanskih sil pritrdijo v zob (Dings, 2018).  
Na površini amalagama se zaradi njegove stukture in hrapavosti lahko tvori debela plast 
biofilma, ki ga sestavljajo večinoma nežive bakterijske celice in zunajcelične polimerne 
komponente (EPS) (Auschill in sod., 2002). Velik delež mrtvih bakterijskih celic na 
površini amalgama nekateri pripisujejo sproščanju toksičnih spojin iz zlitine, saj vsebuje 
približno 50 % živega srebra, ki se lahko počasi izloča iz amalgama v biofilm in deluje 
protimikrobno na bakterijske celice potem, ko so že vezane na površino (Busscher in sod., 
2010). 
2.2.2 Nanohibridni kompozit 
V zobozdravstvu se že nekaj časa uporablja nanotehnologija, ki vključuje proizvodnjo in 
obdelavo materialov v velikosti 0,1–100 nm. Materiali zgrajeni iz majhnih delcev so 
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zaželjeni predvsem zaradi boljše odpornosti proti obrabi, boljših zmožnosti poliranja in 
oblikovanja ter posledično boljših estetskih lastnosti (van Dijken in Pallesen, 2011; 
Ferracane, 2011). 
Nanohibridni kompozit ali kompozitna smola spada med sodobnejše materiale, ki se 
uporabljajo neposredno za obnavljanje zob. Sestavljen je iz aromatskih metakrilatnih 
monomerov, ki predstavljajo organski polimerni matriks in iz anorganskih polnilnih 
delcev, kot je na primer kremen ali keramika. Ti dve komponenti skupaj povezuje vezivno 
sredstvo organosilan (Mitra in Sakaguchi, 2012). Glavna prednost nanohibridnega 
kompozita v primerjavi z amalgamom je, da se lahko veže direktno na zobni material prav 
tako pa je estetsko primernejši, omogoča boljše prilagajanje barve in oblike zobni površini 
(Dings, 2018; van Dijken in Pallesen, 2011). 
Rast biofilma na nanohibridnih kompozitih povzroča razpad materiala, kar privede do 
ponovnega koloniziranja bakterij na poškodovano zobno površino in ponoven nastanek 
kariesa (Busscher in sod., 2010). 
2.3 BAKTERIJSKA ADHEZIJA IN TVORBA BIOFILMA 
2.3.1 Adhezija 
Bakterijska adhezija temelji na fizikalno–kemijskih interakcijah med mikroorganizmi in 
površino materiala ter predstavlja enega od prvih korakov pri vezavi le–teh na površino. 
Na adhezijo bakterij vplivajo različni dejavniki, tako okoljski kot je vpliv površine in 
mikroorganizmi sami. (Wessel in sod., 2014).  
Sposobnost pritrjevanja mikroorganizmov na površino predstavlja začetni korak pri 
nastanku biofilma. Bakterijsko adhezijo omogočajo različne sile, kot so van der Waalsove, 
hidrofobne in elektrostatične sile ter kislinsko–bazne interakcije. Ločimo reverzibilno in 
ireverzibilno adhezijo. Na začetku poteče reverzibilna adhezija, kjer se lahko bakterijske 
celice enostavno odcepijo od površine in zopet preidejo v planktonsko obliko. Kasneje se 
bakterijske celice ireverzibilno vežejo, takrat med površino in bakterijami poteče 
nepovratna kemijska reakcija. Adhezijo omogočajo posebne površinske strukture bakterij 
imenovane adhezini, najbolj znani so flageli, različne fimbrijske strukture, polisaharidne 
Kokalj M. Vpliv različnih vrst medu na bakterijsko adhezijo.  7 
   Magistrsko delo (Du2) Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
kapsule, lipopolisahardni sloj, lektini, lipopoligosaharidi in različni proteini. Najbolj 
raziskani adhezini so adhezini na fimbrijah (Hori in Matsumoto, 2010). 
Pritrjevanje bakterij na različne površine in tvorba biofilma v ustni votlini povzročajo 
številne parodontalne bolezni, kot so gingivitis, parodontitis in karies, ki predstavljajo 
tveganje za zdravje človeka (Johansson in sod., 2016). 
2.3.2 Dejavniki, ki vplivajo na adhezijo 
Na bakterijsko adhezijo vplivajo različni dejavniki, kot so lastnosti površine in 
mikroorganizma ter okoljski vplivi.  
Lastnosti površine, ki močno vplivajo na adhezijo in tvorbo biofilma so hrapavost, 
električni naboj in hidrofobnost oz. hidrofilnost. Študije dokazujejo, da gladke površine 
privabljajo manj biofilma kot hrapave (Busscher, 2010). V vdolbine, hrapave robove ter 
druge površinske nepravilnosti se ujame več bakterijskih celic, ti žepki jim nudijo dodatno 
zaščito pred stresnimi dejavniki (Bohinc in sod., 2016). Površina lahko privlači ali odbija 
bakterije na način, da pozitiven naboj površine privlači pozitivno nabite bakterije, 
negativen naboj pa jih odbija (Song in sod., 2015). Bakterije v ustni votlini se pritrjujejo na 
hidrofobne in hidrofilne površine, vendar se zaradi nihanja strižnih sil sline tvori manj 
biofilma na hidrofobnih površinah in vivo (Busscher in sod., 2010). 
Okoljski dejavniki, ki vplivajo na bakterijsko adhezijo so pH, temperatura, koncentracija 
mikoorganizmov, kontaktni čas, površinska napetost, hidrodinamika vodnega medija ter 
prisotnost hranil in protimikrobnih sredstev. V ustni votlini je najpomembnejša funkcija 
regulacija vrednosti pH, ki modulira bakterijsko adhezijo in razvoj biofilma. Kisel pH 
privede do povečane adhezije patogenih bakterij, med katere spadajo tudi bakterije vrste 
Strept. mutans, ki naseljujejo zobno površino tudi pri zelo nizkem pH (Hurlbutt in sod., 
2010).  
Zelo pomemben dejavnik, ki vpliva na adhezijo je tudi bakterijska površina na kateri se 
nahajajo adhezini, ki omogočajo specifično vezavo bakterijskih celic z drugimi bakterijami 
ali s površino. Tako se bakterije vrste Strept. mutans v ustni votlini vežejo z adhezinom 
AgI/II na receptor za adhezin, ki se nahaja na peliklu (membrana na zobni površini) 
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(Jenkins, 1997). Na površini bakterij se nahajajo tudi organeli za premikanje in pritrjevanje 
bakterij. Med najpomembnejšimi izrastki, ki omogočajo adhezijo na površino so fimbrije 
in fibrile, zaradi katerih je večina bakterijskih membran negativno nabitih in hidrofobnih. 
Polarni flageli omogočajo gibanje bakterijske celice do primerne podlage, fimbrije pa 
zaradi svoje hidrofobne narave zmanjšajo elektrostatsko odbijanje bakterij od površine 
(Hori in Matsumoto, 2010).  
2.3.3 Nastanek biofilma na zobni površini 
Biofilm ustne votline spada med najbolj raziskane biofilme. Anton van Leeuwenhoek je že 
leta 1683 kot prvi znanstvenik opazoval mikroorganizme biofilma svoje lastne ustne 
votline. V osnovi je biofilm strukturirana združba dobro organiziranih mikroorganizmov, 
kjer se celice pritrdijo med seboj ali na površino. Biofilmi predstavljajo zaščito za 
bakterije, saj preprečujejo njihov stik s protimikrobnimi snovmi kot so dezinfekcijska 
sredstva ter antibiotiki. Za nastanek biofilma so ključni naslednji dejavniki: sposobnost 
gibanja in pritrjevanja bakterij, medcelična komunikacija (angl. quorum sensing) in 
membranski proteini (Huang in sod., 2011; Garrett in sod., 2008). 
 
Slika 1: Model tvorbe biofilma na zobni površini (Huang in sod., 2011) 
Tvorba biofilma na zobni površini (Slika 1) je zapleten in dinamičen proces, ki poteka v 
več stopnjah. Za njegov natanek je potrebna tvorba pelikla na zobni površini (Song in sod., 
2015). Pelikel ali Nasmythova membrana je pridobljena zobna kožica na zobni sklenini, ki 
je sestavljena iz tanke plasti glikoproteinov sline in predstavlja ugodne razmere za 
naselitev ustnih bakterij na zobno površino. Med zobno površino, različnimi glikoproteini 
in drugimi komponentami sline se vzpostavijo različne interakcije pri katerih sodelujejo 
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van der Waalsove sile, dipol–dipol in hidrofobne interakcije, kovalentne povezave ter 
elektrostatične in ionske interakcije. Rezultat so absorbirani in razporejeni proteini po 
zobni površini, kamor se lahko pričnejo vezati nepritrjene, planktonske celice (Garrett in 
sod., 2008). Med pomembnejše organske spojine vezane na pelikel sodijo glikoproteini, 
mucini, bakterijski celični ostanki, α–amilaze in sialična kislina. 
Bakterijska adhezija na pelikel je drugi korak nastanka biofilma. Odvisna je od bakterijske 
sposobnosti gibanja, ki celicam omogočajo prosto gibanje, menjavo okolja ter pritrditev na 
površino. Glavne strukture za pritrditev bakterij so fimbrije in fibrile. Fimbrije so 
sestavljene iz fimbrilinov, fibrile pa so podobne fimbrijam, vendar so krajše, tanjše ter 
številčnejše (Hori in Matsumoto, 2010). Adhezija se začne tako, da celice prepoznajo 
proteine pelikla in se v začetni fazi reverzibilno pritrdijo na površino. Prve vezave bazirajo 
na šibkih elektrostatskih in hidrofobnih interakcijah, kar pomeni, da se lahko celice 
enostavno ločijo od površine. Pri kasnejši, ireverzibilni adheziji pa se bakterijske celice 
trdno adsorbirajo in imobilizirajo z nepovratno kemijsko reakcijo (Dunne, 2002). Takoj ko 
se bakterija ireverzibilno poveže na pelikel začne izločati zunajcelične polimerne 
komponente (EPS), ki pripomorejo k boljši povezanosti bakterij med seboj in na površino, 
zadržujejo vodo ter zagotavljajo mehansko stabilnost biofilma. Glavne vrste bakterij, ki 
prve kolonizirajo zobno površino, so bakterije rodov Actinomyces, Streptococcus, 
Haemophilus, Capnocytophaga, Veillonella in Neisseria. Ti prvi kolonizatorji pomagajo 
drugim vrstam, da zasedejo prostor in pridobijo prednost pred ostalimi vrstami, ki 
tekmujejo za kolonizacijo (Huang in sod., 2011). 
Ko so prve bakterije pritrjene, se začne faza zorenja biofilma. Adhezija bakterij se 
nadaljuje tako, da že pritrjene celice ponujajo specifična vezivna mesta drugim celicam 
bodisi direktno ali preko glikoproteinov sline. Bakterije prepoznajo polisaharide ali 
proteinske receptorje na površini prvotnih bakterij in se povežejo z njimi oz. pritrdijo na 
njih. Tvorijo se mikrokolonije iste ali različne vrste bakterij, ki se razvijejo v zrele 
biofilme. Mikrobiota zrelega biofilma se precej razlikuje od začetnega biofilma in sicer 
količina streptokokov in neiserij upade, medtem ko se poveča število bakterij rodov 
Actinomyces, Corynebacterium, Fusobacterium in Veillonella (Huang in sod., 2011). 
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Končna faza predstavlja disperzijo biofilma. Bakterije začnejo zapuščati zrel biofilm v 
obliki posameznih celic ali s skupinsko odstranitvijo in zopet preidejo v planktonsko 
obliko. Največkrat je razlog pomanjkanje hranil na prvotnem mestu, zato morajo celice 
najti drugo mesto z boljšimi razmerami (Huang in sod., 2011). Za večino bakterij je 
biofilm prednostna oblika rasti. Ponuja veliko prednosti razmnoževanja, metabolizma in 
obrambe proti drugim bakterijam ali gostitelju. 
2.4 MED 
Med je naravno sladko živilo živalskega izvora. Proizvajajo ga čebele Apis mellifera iz 
nektarja cvetov ter izločkov živih delov rastlin in izločkov žuželk, ki živijo na rastlinah. 
Čebele zberejo osnovne surovine, katere predelajo in dodajo encime iz svojih žlez, ga 
shranijo, posušijo in pustijo dozoreti v pokritih celicah satja. Vrste medu so poimenovane 
po rastlinah, na katerih čebele nabirajo nektar ali mano. Loči se tudi po geografskem 
izvoru, načinu pridobivanja in letnem času v katerem je bil pridobljen. Najpogostejše vrste 
medu po botaničnem poreklu v Sloveniji so akacijev, lipov, kostanjev, smrekov, cvetlični 
in gozdni med (Plut, 2018). 
2.4.1 Sestava 
Sestava medu ni nikoli enaka, saj čebele pašo izbirajo na različnih rastlinah in območjih. 
Na sestavo, kakovost in dostopnost paše močno vpliva vreme in sestava tal (Šivic, 2018). 
Med naravnega izvora je po sestavi kompleksno živilo. Vsebuje različne sladkorje, vodo, 
encime, proteine in aminokisline, aromatične snovi, kisline ter vitamine in minerale. 
Najpomembnejša sestavina v medu so ogljikovi hidrati, ki predstavljajo 85 – 95 % suhe 
snovi v medu. Med njimi prevladujejo fruktoza (30 – 44 %), glukoza (23 – 40 %) in 
saharoza (0,2 – 7,6 %), ostali sladkorji so prisotni v majhnih količinah (Bogdanov, 2008; 
David, 2007).  
Vsebnost vode v medu je odvisna od razmer v katerih rastline uspevajo, v katerih čebele 
nabirajo nektar oziroma mano ter od razmer v času zorenja medu. Ustrezen delež vode je 
med 12 % in 23 %. Mlad med vsebuje več vode kot zrel. Zaradi nizke vsebnosti vode in 
visoke vsebnosti sladkorjev, je v medu visok osmotski tlak v katerem večina 
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mikroorganizmov ne more preživeti. Zato že iz zgodovine izvira rek, da je med 
nepokvarljivo živilo (David, 2007). 
Zelo pomembna sestavina medu so tudi encimi. Te čebele dodajajo iz svojih goltnih in 
slinskih žlez med procesom dozorevanja. Med najpomembnejše encime štejemo: 
 Diastaza je prisotna v nektarju, velike molekule sladkorja razgrajuje v manjše. 
Glede na aktivnost je možno določiti svežost in nepregretost medu.  
 Invertaza razgrajuje saharozo v fruktozo in glukozo. 
 Glukoza oksidaza oksidira glukozo pri čemer nastane glukonska kislina in vodikov 
peroksid. Dejavnost tega encima je možna le v razredčenem medu (pri 25 – 30 % 
koncentraciji sladkorjev, pri višji koncentraciji preneha delovati). 
 Katalaza je prisotna v cvetnem prahu. Aktivnost se kaže v razkrajanju vodikovega 
peroksida v kisik in vodo (Bogdanov, 2008; Plut, 2018). 
Proteini in aminokisline predstavljajo zelo majhen delež v medu, približno 0,3 – 0,6 %. 
Izvirajo pretežno iz cvetnega prahu, nekaj tudi iz prebavnih žlez čebel. Med, ki vsebuje več 
beljakovin in aminokislin, je temnejše barve (med iz mane). Pomembna aminokislina v 
medu je prolin, ki sodeluje pri nastanku aromatičnih snovi v medu. Aromatične snovi 
medu so zelo pomemben komercialni dejavnik v živilski industriji in predstavljajo enega 
izmed kriterijev pri izbiri kupca (Bogdanov, 2008; Plut, 2018). 
Med vsebuje tudi nekaj kislin, zato ima kisel pH in sicer med 3,4 in 6,0, kar ne pride do 
izraza zaradi visoke vsebnosti sladkorjev. Najpomembnejša kislina v medu je glukonska 
kislina, katere izvor so čebele, snovi v naravi ali pa nastanejo same v biološkem procesu s 
pomočjo encima glukoza oksidaze (David, 2007). Kisline dajejo medu že minimalno 
protimikrobno učinkovitost, saj večina bakterij živi pri višjem pH (Ahuja in Ahuja, 2010; 
Bogdanov, 2008). 
Vrsta tal, na katerih uspeva čebelja paša, vpliva na vsebnost vitaminov in mineralov v 
medu. Med prehransko pomembnimi minerali je največ kalija. Ostali minerali kot so 
magnezij, krom, selen, žveplo, brom, kobalt, jod in železo so prisotni v nižjih količinah.  
V medu so prisotni predvsem v vodi topni vitamini, kot so vitamin C, vitamin B in B5, 
folna kislina ter holin, ki je esencialen pri delovanju možganov in acetilholin, ki deluje kot 
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nevrotransmitor. Ostali vitamini, predvsem v maščobah topni vitamini kot so vitamin A, 
vitamin E in vitamin K, so v medu prisotni le v sledovih (Bogdanov, 2008; Plut, 2018). 
2.4.2 Uporaba 
Med je prisoten na trgih po vsem svetu. Njegova uporaba sega daleč v zgodovino. 
Uporabljali so ga kot sladilo, predstavlja vir energije, saj ima visoko hranilno vrednost in je 
dober vir ogljikovih hidratov. Med ima poleg visoke hranilne vrednosti, tudi terapevtske 
lastnosti. Iz starih zapisov je znano, da so ga uporabljali že stari Grki in Egipčani, v kitajski 
medicini in po islamski tradiciji kot zdravilno sredstvo pri skoraj vseh boleznih (Meo in 
sod, 2017). Poleg pomembne vloge v prehrani je najpomembnejša lastnost medu 
protimikrobna učinkovitost. Prav zaradi te je bil zelo pogosto uporabljeno sredstvo pri 
celjenju ran med prvo svetovno vojno (Oryan in sod., 2016). Kasneje so med izpodrinila 
druga različna zdravilna sredstva, predvsem antibiotiki. 
Vse večja odpornost bakterij proti antibiotikom je spodbudila znanstvenike k raziskovanju 
protimikrobne in protiadhezivne učinkovitosti medu. Rezultati so pokazali, da 
protimikrobne učinkovine v medu ugodno vplivajo na celjenje površinskih ran, opeklin, 
ran pri presaditvi kože, kašlja, periodantalnih bolezni in na splošno zdravje ljudi (Meo in 
sod., 2017; Oryan in sod., 2016; Mandal in Mandal, 2011). 
2.4.3 Protimikrobno delovanje medu 
Protimikrobno učinkovitost medu je prvi opisal van Kettel leta 1892 (Oryan in sod., 2016). 
Glavne protimikrobne učinkovine v medu oz. lastnosti, ki medu omogočajo protimikrobno 
aktivnost, so (Meo in sod., 2017): 
 antioksidativne in protivnetne učinkovine, 
 visok osmotski tlak, 
 nizek pH in 
 vodikov peroksid.  
Vse protimikrobne učinkovine v medu prispevajo k zmanjševanju ali preprečevanju rasti 
bakterij. Veliko raziskav je bilo narejenih pri ugotavljanju protimikrobne učinkovitosti, 
zlasti za določanje pozitivnih vplivov pri celjenju površinskih ran. Med je viskozna 
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tekočina, ki ob nanosu na rano naredi bariero in preprečuje dostop kisika in vode, kar 
povzroči počasnejšo rast aerobnih bakterij, prav tako ta bariera preprečuje vdor drugih 
bakterij na rano. Drugi pozitivni dejavniki pri celjenju ran so tudi spodbujanje cirkulacije, 
odstranjevanje odmrlih celic s področja rane, spodbujanje rasti celic epitelija in protivnetni 
dejavniki (Meo in sod., 2016; Oryan in sod., 2016; Ahuja in Ahuja, 2010). 
Antioksidativne učinkovine v medu so flavonoidi, fenolne kisline, askorbinska kislina, 
tokoferoli, katalaza, aminokisline in selen. Te so pomembne za zmanjševanje prostih 
radikalov, ki povzročajo kvar živil in nastanek številnih bolezni (Vallianou in sod., 2014). 
Med fenolnimi spojinami in antioksidativno učinkovitostjo je močna korelacija (Oryan in 
sod., 2016). Bertoncelj in sod. (2007) so ugotovili, da temnejši slovenski medovi vsebujejo 
več fenolnih spojin. Tako imajo hojev, kostanjev in gozdni med močnejšo antioksidativno 
sposobnost kot akacijev in lipov med. Med vnetno reakcijo nastaja veliko prostih 
radikalov, ki na mestu vnetja povzročijo še dodatno škodo. Med ima sposobnost 
stimulacije monocitov, da sprostijo TNF–α (tumor nekrozni faktor α) in citokine, ki 
pripomorejo k sintezi kolagena in s tem med pripomore k celjenju rane (Oryan in sod., 
2016). 
Visok osmotski tlak v medu je prisoten zaradi visoke koncentracije sladkorjev. Omejuje 
bakterijsko rast in razmnoževanje zaradi znižanja koncentracije vode v okolju, kjer 
bakterije živijo. Bakterije zaradi dehidracije odmrejo. V študiji narejeni na pacientih z 
okuženimi ranami so primerjali dejavnik visokega osmotskega tlaka medu in sladkorne 
raztopine z enako stopnjo osmolarnosti na zmanjšanje okužbe. Ugotovili so, da je med bolj 
učinkovit pri zmanjšanju okužbe kot sladkorna raztopina (Oryan in sod., 2016). Ahuja in 
Ahuja (2010) navajata vpliv visokega osmotskega tlaka na rani okuženi z bakterijami vrste 
Staphylococcus aureus. Po aplikaciji medu na okuženo rano se je okužba zmanjšala. 
Zaradi nastajanja glukonske kisline pri razgradnji glukoze ima med nizek pH, ki se giblje 
med 3,6 in 6,0. Večina bakterij, posebno na površinskih ranah, živi v nevtralnem ali rahlo 
alkalnem območju. Tako kislo območje je za bakterije in za večino mikroorganizmov 
nezaželjeno. Kislost medu povzroči zmanjšanje aktivnosti proteaze, povečanje aktivnosti 
fibroblastov in sproščanje kisika iz molekul hemoglobina, kar pripomore k zmanjševanju 
velikosti rane in spodbuditvi celjenja. Kislost medu ima vpliv tudi na proizvajanje 
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amonijevih spojin v metabolizmu bakterij, ki škodujejo zdravemu tkivu in tako predstavlja 
pomoč makrofagom, celicam imunskega sistema (Oryan in sod., 2016). 
Najpomembnejša protimikrobna učinkovina v medu je encimsko pridobljen vodikov 
peroksid. Njegova vsebnost je odvisna od encima glukoza oksidaza, ki ga sintetizirajo 
čebele in encima katalaza, ki je prisoten v cvetnem prahu. Encim glukoza oksidaza 
oksidira glukozo, rezultat je glukonska kislina in vodikov peroksid. Encim katalaza nastali 
vodikov peroksid razkraja, rezultat je kisik in voda. Glukoza oksidaza je najbolj dejaven 
pri nižjih koncentracijah sladkorjev v medu, pomeni, da je za optimalno aktivnost potrebno 
pripraviti raztopino medu s 30–50 % koncentracijo sladkorja. Temperatura pri kateri je 
encim aktiviran in najbolj dejaven naj ne preseže 55 °C (Bang in sod., 2003; Oryan in sod., 
2016). 
Ob prisotnosti vodikovega peroksida bakterije prenehajo z rastjo in razmnoževanjem, saj 
deluje na njihove receptorje in rastne faktorje. Njegova protimikrobna učinkovitost je bila 
prikazana na bakterijah vrst Bacillus subtilis in Echerichia coli. Vodikov peroksid povzroči 
nepopravljive oksidacijske poškodbe na membranah, proteinih, encimih in DNA, zato 
bakterije ne preživijo. Tudi sam vodikov peroksid povzroči poškodbe tkiva oziroma 
pospeši oksidacijo in nastanek prostih radikalov. K sreči med vsebuje dovolj 
antioksidativnih snovi, ki proste radikale relativno hitro nevtralizirajo (Brudzynski in sod., 
2011). 
2.4.3.1 Med manuke in metilglioksal 
Zanimivost med vrstami medu je med manuke. Proizvajajo ga medonosne čebele, ki za 
pašo izbirajo grmičevje čajevca manuka (Leptosmermum scoparium) (Slika 2), ki uspeva 
na Novi Zelandiji. Med manuke po svojih protimikrobnih in protiadhezivnih dejavnikih ne 
zaostaja za ostalimi medovi saj vsebuje močan ne–peroksidni dejavnik metiglioksal 
(MGO). Je edina vrsta naravnega medu, ki vsebuje visoke koncentracije te protimikrobne 
spojine, kar je posledica visoke koncentracije MGO v nektarju manuka grmičevja 
(Kwakman in Zaat, 2012). Dokazano je, da metilglioksal deluje protimikrobno na bakterije 
vrst Porphyromonas gingivalis (Eick in sod., 2014), Staphylococcus aureus (Adams in 
sod., 2008) in protiadhezivno na bakterije vrste Streptococcus mutans (Badet in sod., 
2011). 
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Slika 2: Cvet manuke (Leptospermum scoparium) (James, 2018) 
V Preglednici 1 je prikazan kratek pregled različnih vrst medu, ki so pokazali 
protimikrobne, protiadhezivne in protifilmotvorne lastnosti proti bakterijam. 
Preglednica 1: Pregled različnih vrst medu s protimikrobno, protiadhezivno in protifilmotvorno aktivnostjo. 
Vrsta medu Delovanje Vir 
Med manuke 
Protimikrobno proti grampozitivnim in 
gramnegativnim bakterijam 
Molan, 1992 
Evkaliptusov Protimikrobno proti ustnim streptokokom Basson in sod., 1994 
Med manuke (neperoksidna 
aktivnost ekvivalentna 18 % 
fenolni raztopini) 
Cvetlični (peroksidna 
aktivnost ekvivalentna 13,7 
% fenolni raztopini) 
Protimikrobno proti grampozitivnim 
kokom 
Cooper in sod., 2002 
Med manuke (neperoksidna 
aktivnost ekvivalentna 16,8 
% fenolni raztopini) 
Travniški (peroksidna 
aktivnost ekvivalentna 17,5 
% fenolni raztopini) 
Protimikrobno proti koagulaza 
negativnim stafilokokom in MRSA 
French in sod., 2005 
Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje preglednice 1: Pregled različnih vrst medu s protimikrobno, protiadhezivno in protifilmotvorno 
aktivnostjo. 
Vrsta medu Delovanje Vir 
Med manuke 
 Ajdov 
Protifilmotvorno proti Staph. aureus in 
Pseudomonas aeruginosa 





Protimikrobno proti MRSA, E.coli, 
Strept. pyogenes, Staph. epidermidis, Ps. 
aeruginosa, Staph. aureus 
Cooper in Jenkins, 2009 
Med manuke UMF 30
+
 




protifilmotvorno proti Strept. mutans 
Badet in Quero, 2011 
Med manuke 
Protimikrobno, protiadhezivno, 
protifilmotvorno proti Staph. aureus, Ps. 
aeruginosa in Strept. pyogenes 
Maddocks in sod., 2013 






da Silva in sod., 2016 
Med manuke UMF 20
+
 
Med manuke UMF 16
+
 
Protimikrobno proti MRSA in MSSA Almasaudi in sod., 2017 
Legenda: MGO: metilglioksal, UMF: unikatni manuka faktor; MRSA: bakterije vrste Staph. aureus odporne 
proti meticilinu; MSSA: bakterije vrste Staph. aureus občutljive na meticilin 
2.4.4 Protiadhezivno delovanje medu 
Bakterije v ustni votlini imajo veliko tendenco adhezije na površine in tvorbo biofilma, ki 
jim omogoča boljše preživetje pri pomanjkanju hranil, prilagajanje na dinamiko okolja ter 
zaščito pred protimikrobnimi snovmi (Dunne in sod., 2002). Zaradi vse večjega števila na 
antibiotike odpornih bakterij, se povečuje iskanje alternativnih virov, ki bi učinkovito 
delovali na njihove virulenčne dejavnike (adhezija, tvorba biofilma, produkcija toksinov). 
Med predstavlja potencialen naraven antibiotik. Zaradi dokazanega učinkovitega 
protimikrobnega delovanja na številne patogene mikroorganizme in svoje posebne sestave 
se vse več raziskav osredotoča na njegovo protiadhezivno in protifilmotvorno delovanje 
(da Silva in sod., 2016; Camplin in Maddocks, 2014; Maddocks in sod., 2013; Maddocks 
in sod., 2012; Badet in Quero, 2011; Alandejani in sod., 2009; Molan, 1992). Poleg medu 
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med potencialna živila z zdravilnimi in funkcionalnimi lastnostmi, ki odražajo 
protiadhezivno delovanje na bakterije ustne votline med drugimi vključujejo tudi zeleni 
čaj, gobe šitake, mleko, vino in grozdje, kavna zrna ter brusnice (Signoretto in sod., 2012). 
Številne študije opisujejo protimikrobno in protifilmotvorno delovanje medu in izdelkov iz 
medu na tako grampozitivne kot gramnegativne bakterije (da Silva in sod., 2016; Basson in 
sod., 1994; Molan, 1992), vendar le redke govorijo o proučevanju mehanizmov 
protiadhezivne aktivnosti le–teh na bakterije ustne votline (Eick in sod., 2014; Nassar in 
sod., 2012; Badet in Quero, 2011). Mehanizmi protiadhezivne aktivnosti medu še niso 
popolnoma znani. Glavni protimikrobni dejavniki medu, kot so vsebnost vodikovega 
peroksida, sladkorjev, vode, fenolnih spojin in kislin ter vrednost pH, naj bi bili odgovorni 
tudi za protiadhezivno delovanje (da Silva in sod., 2016; Nassar in sod., 2012). Te 
komponente medu naj bi spremenile lastnosti bakterijske površine (naboj, hidrofobnost) 
(Alnaqdy in sod., 2005) in vplivale na njihovo gibljivost in pritrjevanje. Prav tako naj bi 
vplivale na izražanje genov preko medcelične komunikacije (angl. quorum sensing) in s 
tem na fenotipske lastnosti bakterij. Posledično je vezava bakterijskih celic na površino 
zmanjšana (da Silva in sod., 2016).  
Učinek medu na zmanjšanje bakterijske adhezije se od vrste do vrste razlikuje. Dosedanje 
raziskave kažejo, da ima največji protimikrobni in protiadhezivni potencial med manuke. 
Številni avtorji so dokazali protifilmotvoren učinek manuke na več vrst bakterij rodu 
Streptococcus (Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans) in vrst Proteus mirabilis, 
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae in Staph. aureus (Almasaudi in sod., 
2017; Maddocks in sod., 2012; Alandejani in sod., 2009). Glavna tako protimikrobna kot 
protiadhezivna snov v medu manuke je spojina metilglioksal (MGO). Dovolj visoka 
koncentracija deluje baktericidno na planktonske celice in pa učinkovito zmanjša tvorbo 
biofilma. MGO vpliva na strukturne spremembe bakterijskih organelov. Z opazovanjem 
pod elektronskim mikroskopom so ugotovili zmanjšanje števila fimbrij in flagel, kar se 
odraža v zmanjšani gibljivosti in sposobnosti adhezije na površino (Rabie in sod., 2016). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Bakterije 
Za izvedbo poskusa smo uporabili bakterijske seve Streptococcus cristatus ŽMJ476, 
Streptococcus cristatus ŽMJ477, Streptococcus cristatus ŽMJ479; Staphylococcus warneri 
ŽMJ478 in Prevotella oralis ŽMJ480. Vsi sevi so humani izolati ustne votline, ki so bili do 
začetka eksperimenta shranjeni pri –80 °C. 
3.1.2 Mikrobiološka gojišča 
Gojišča za mikrobiološke preiskave smo pripravili po navodilih proizvajalcev: 
o trdno gojišče – Triptični soja agar TSA (angl. Tryptone Soya Agar, Biolife, 
4021502, Milano, Italija) 
o tekoče gojišče – Triptični soja bujon TSB (angl. Tryptone Soya Broth, Biolife, 
4021552, Milano, Italija 
o trdno gojišče – krvni agar z ovčjo krvjo (angl. Blood Agar Base, Merck, 110886, 
Darmstad, Nemčija; defibrirana ovčja kri, Biognost, Zagreb, Hrvaška) 
3.1.3 Uporabljene raztopine in reagenti 
o Fiziološka raztopina – pripravljena s kalijevim dihidrogen fosfatom (KH2PO4) 
(Merck, 1.04873.0250, Darmstadt, Nemčija) 
o Barvilo INT – bakterijski rastni indikator (p–iodo–nitro–tetrazolijev klorid) (Sigma, 
14096LJ, Stainheim, Nemčija) 
o Barvilo kristal vijolično – (Gram's crystal violet solution, Merck, 1.09218.2500, 
Darmstadt, Nemčija) 
o Etanol 96 %, denaturirani (ITRIJ, 1170, Kropa, Slovenija) 
o Ocetna kislina 100 % (Merck, 1.00063.2500, Nemčija) 
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3.1.4 Vzorci medu 
Izbrali smo pet vrst slovenskega medu, pridobljenih od različnih čebelarjev: lipov, 
cvetlični, smrekov in kostanjev med ter med oljne ogrščice. Vse vzorce smo dobili na 
Katedri za tehnologijo mesa in vrednotenje živil, Oddelek za živilstvo, kjer so s senzorično 
analizo potrdili botanični izvor vzorcev. Poleg slovenskih vzorcev medu smo izbrali tudi 





 in manuke MGO 400
+
, katere smo dobili od slovenskih distributerjev 
(Preglednica 2). Vzorce medu smo pred uporabo shranjevali v sterilni embalaži pri 4 
o
C. 
Oznaka MGO na embalaži medu manuke se navezuje direktno na vsebnost protimikrobne 
spojine metilglioksal in sicer MGO 100
+
 pomeni, da je koncentracija metilglioksala v 
medu vsaj 100 mg/kg in MGO 400
+
 da je koncentracija metilglioksala 400 mg/kg ali več 
(Adams in sod., 2008). Med manuke z oznako UMF je komercialno uporabljena oznaka, ki 
pomeni unikatni manuka faktor (angl. Unique Manuca Factor), ki zagotovi, da gre za čisto 
vrsto grmičevja Leptospermum scoparium. Številka za UMF oznako vključuje vsebnost 
treh komponent: hidroksimetilfurfural, leptosperin in MGO, ki zagotavljajo kakovost, 
avtentičnost oz. čistost in protimikrobno aktivnost medu. Na primer, unikatni manuka 
faktor UMF 10
+
 ima enako ali večjo protimikrobno učinkovitost kot 10 % fenolna 
raztopina (Atrott in Henle, 2009; Allen in sod., 1991) in vsebuje 263 mg/kg metilglioksala 
(UMF grading system, 2018). 
Preglednica 2: Vzorci medu uporabljeni za izvedbo poskusa 
Legenda: MGO: metilglioksal ; UMF: unikatni manuka faktor 
Vrsta medu Poreklo 
Lipov Slovenija 




Med manuke MGO 100
+
  Nova Zelandija 
Med manuke UMF 10
+
  Nova Zelandija 
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3.1.5 Testne površine 
Vpliv medu na vezavo bakterijskih celic smo preizkušali na polistirenu (v sterilnih 
mikrotitrskih ploščicah s 96 luknjicami) in na dveh nadomestnih zobnih površinah – 
amalgam in nanohibridni kompozit (Slika 3). Na voljo smo imeli šest diskov pripravljenih 
iz amalgama in šest diskov nanohibridnega kompozita (Marta Kocjan Anžič, dr. dent. 
med.; specialistka za zobne, ustne bolezni in parodontologijo, Veršičeva 15, 1000 
Ljubljana). Protiadhezivno delovanje medu na nadomestnih zobnih površinah smo izvedli 
v mikrotitrskih ploščicah s 24 luknjicami. 
(A) (B)
 
Slika 3: Diski amalgama (A) in nanohibridnega kompozita (B)  
3.1.6 Laboratorijska oprema in naprave 
Pri eksperimetalnem delu smo uporabljali laboratorijsko opremo in pribor naveden v 
Preglednici 3 in 4. 
  
Kokalj M. Vpliv različnih vrst medu na bakterijsko adhezijo.  21 
   Magistrsko delo (Du2) Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
Preglednica 3: Laboratorijska oprema 
Oprema Oznaka in proizvajalec 
Avtoklav SU30, Sutjeska, Jugoslavija 
Avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
Brezprašna mikrobiološka komora SMBC 122 AV, Iskra PIO, Slovenija 
Čitalec mikrotitrskih plošč Thermo Scientific, Varioskan LUX, Finska 
Digestorij 382 
Hladilnik LTH, Slovenija 
Inkubator Kambič, Slovenija 
Namizno mešalo Vibromix 10, Tehtnica, Slovenija 
Stresalnik mikrotitrskih plošč Eppendorf, Nemčija 
Sušilnik SalonDry Compact, Phillips, ZDA 
Tehtnica AB204–S, Mettler Toledo, Švica 
Ultrazvočna kopel Omnilab 950, BL Pharma 425 000001268 
Vakuumski spiralec Integra Vacusafe, Švica 
Vodna kopel WB–30, Kambič, Slovenija 
Zamrzovalna skrinja –80 °C 
 
Heto Ultra Freeze 
 
Preglednica 4: Laboratorijski pribor 
Pribor Proizvajalec 
Centrifugirke 15 ml TPP, Švica 
Cepilne zanke Labortehnika Golias, Slovenija 
Mikrocentrifugirke 1,5 ml Sarstedt, Nemčija 
Mikrotitrske plošče, 96 luknjic Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 Mikrotitrske plošče, 24 luknjic Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 Nastavki za avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging Company, ZDA 
Petrijeve plošče, fi 90 mm Labortehnika Golias, Slovenija 
Steklovina Brand, Nemčija 
Urinski lonček Labortehnika Golias, Slovenija 
 
Poleg pribora navedenega v Preglednici 4 smo uporabljali še naslednje materiale: brizge, 
filtre z velikostjo por 0,45 µm, gorilnik, papirnate brisače, trikotno palčko za razmaz, 
etanol (70 % in 96 %), trak za avtoklaviranje, škarje, destilirano vodo, krioepruvete za 
shranjevanje sevov na –80 °C, zaščitno obleko (halja, rokavice za enkratno uporabo), 
stojalo za epruvete in 1,5 ml–epruvete, alu folijo za shranjevanje gojišč, žlice in pincete. 
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3.2 METODE 
3.2.1 Zasnova poskusa in shema poteka dela 
Na Sliki 4 je prikazana shema eksperimentalnega dela in zaporedje uporabljenih metod pri 
magistrskem delu. 
MED:
lipov, med oljne ogrščice, cvetlični, 
kostanjev, smrekov, med manuke MGO 












METODA RAZREDČEVANJA V 
MTP




(prekonočna kultura 104-106 CFU/ml)
Priprava delovne raztopine 
1 g/ml
Določanje adhezije z dodatkom 
topila (96 % etanol, 33 % ocetna 
kislina) 
VREDNOTENJE REZULTATOV 




Tretiranje v ultrazvočni 
kopeli
IZBIRA SEVA S. cristatus ŽMJ 476 IN SUBINHIBITORNE 





METODA BARVANJA S KV
MED:
- kostanjev
- med manuke MGO 100+
Dodatek topila:
33 % ocetna kislina 
VREDNOTENJE REZULTATOV 
 
Slika 4: Shema eksperimentalnega dela 
Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MTP: mikrotitrska ploščica; KV: barvilo kristal 
vijolično; MGO: metilglioksal; UMF: unikatni manuka faktor 
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Poskus je bil opravljen v laboratoriju za živilsko mikrobiologijo na Katedri za 
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil na Oddelku za živilstvo, Biotehniške 
fakultete. 
V poskus smo vključili osem različnih vrst medu in pet tipičnih bakterijskih izolatov ustne 
votline, na katerih smo ugotavljali protimikrobnost in adhezijo. Vpliv medu na vezavo 
bakterijskih celic smo testirali na treh površinah: polistirenu v mikrotitrski ploščici, 
amalgamskih diskih in nanohibridnemu kompozitu. 
3.2.2 Oživitev bakterij in priprava inokuluma 
Sevi, ki smo jih revitalizirali, so bili predhodno shranjeni v krioepruvetah pri –80 °C kot 
suspenzija glicerola, kulture v tekočem gojišču TSB in konjske krvi. Počakali smo, da se je 
suspenzija na sobni temperaturi odtalila, nato smo celotno vsebino prenesli v 4 ml gojišča 
TSB, dobro premešali in 24 ur inkubirali pri 37 °C s 75 obrati/minuto. Po 24 urah smo 
kulturo nacepili na trdno gojišče TSA in krvni agar (KA) ter jih ponovno 24 ur inkubirali 
pri 37 °C. Zrastle so majhne bele kolonije na TSA in sive kolonije na diferencialnem KA. 
Zaradi boljše rasti bakterij na KA kot na TSA smo za pripravo prekonočne kulture prenesli 
kolonije z le–tega s cepilno zanko v 4 ml tekočega gojišča TSB, premešali na vrtinčniku ter 
zopet 24 ur inkubirali pri 37 °C. Z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču smo določili 





zato smo tako pripravljeno kulturo uporabljali direktno naprej za izvedbo metode 
razredčevanja v mikrotitrski ploščic, kot tudi za določanje adhezije v mikrotitrski ploščici, 
na amalgamu in nanohibridnem kompozitu. 
3.2.3 Protimikrobno delovanje medu 
Za določitev protimikrobnega delovanja medu smo uporabili metodo razredčevanja v 
mikrotitrski ploščici (Klančnik in sod., 2010). 
3.2.3.1 Priprava delovne raztopine medu 
Za določanje protimikrobnega učinka medu smo si pripravili sveže delovne raztopine 
medu s koncentracijo 1 g/ml v tekočem gojišču TSB. Za hitrejšo topnost smo raztopino 
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tretirali v ultrazvočni kopeli (5 minut, 30 kHz, 1100 W). Delovno raztopino smo nato 
aseptično filtrirali preko filtra z velikostjo por 0,45 µm. Porabili smo jo v istem dnevu. 
3.2.3.2 Metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
Protimikrobno učinkovitost različnih vrst medu smo določili z metodo razredčevanja v 
mikrotitrski ploščici s 96 luknjicami (Slika 5). Določili smo minimalno inhibitorno 
koncentracijo (MIK) petim različnim bakterijskim sevom (3.1.1.) in osmim različnim 
vrstam medu (3.1.4). V prvo vrstico smo za vsako vrsto medu (po 3 paralelke) odpipetirali 
100 µl delovne raztopine medu s koncentracjo 1 g/ml. V vse ostale luknjice smo 
odpipetirali po 50 µl sterilnega gojišča TSB. Delovno raztopino medu smo razredčevali 
tako, da smo iz luknjice v prvi vrstici prenesli 50 µl raztopine medu v luknjico v drugi 
vrstici in jo 10–krat premešali. Tako smo nadaljevali vse do konca stolpca. Iz zadnje 
luknjice smo 50 µl zavrgli, tako da je bil volumen v vseh luknjicah enak. Potem smo v vse 
luknjice dodali 50 µl inokuluma (3.2.3). Pripravili smo tudi pozitivno in negativno 
kontrolo ter kontrolo gojišča. V pozitivno kontrolo smo dali 50 µl gojišča TSB in 
prekonočno kulturo, v negativno 50 µl TSB in delovno raztopino medu ter v kontrolo 
gojišča 100 µl sterilnega tekočega gojišča TSB. Kulture nismo dodali v negativno kontrolo 
in kontrolo gojišča. Ploščico smo premešali na stresalniku mikrotitrskih ploščic (2 minuti, 
650 obratov/minuto) in 24 ur inkubirali pri 37 °C. Po inkubaciji smo za določitev MIK v 
vsako luknjico dodali 20 µl barvila INT, premešali na stresalniku (2 minuti, 650 
obratov/minuto) in 3 ure inkubirali pri 37 °C. Glede na obarvanost smo določili MIK tako, 
da je prva neobarvana luknjica predstavljala MIK za določeno vrsto medu in določene 






Kokalj M. Vpliv različnih vrst medu na bakterijsko adhezijo.  25 
   Magistrsko delo (Du2) Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 











































































































































































 NK3 NK3 
Slika 5: Primer načrta mikrotitrske ploščice za določitev minimalne inhibitorne koncentracije medu z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
Legenda: PK = pozitivna kontrola: 50 µl TSB in 50 µl prekonočne kulture bakterij; B = kontrola gojišča: 100 
µl gojišča TSB; NK1 = negativna kontrola 1: 50 µl gojišča TSB in 50 µl delovne raztopine medu 1; NK2 = 
negativna kontrola 2: 50 µl gojišča TSB in 50 µl delovne raztopine medu 2; NK3 = negativna kontrola 3; 50 
µl gojišča TSB in 50 µl delovne raztopine medu 3 
3.2.4 Protiadhezivno delovanje medu na polistirenu 
3.2.4.1 Priprava inokuluma 
Glede na rezultate protimikrobnega delovanja medu, smo določili subinhibitorne 
koncentracije, ki smo jih uporabili za analiziranje protiadhezivnega delovanja (0,1 MIK; 





 CFU/ml smo pripravili 4 inokulume (Slika 6): 
o PK: pozitivna kontrola: 10 ml gojišča TSB in 0,15 ml prekonočne kulture 
o C1: vzorec: 10 ml gojišča TSB in 0,15 ml prekonočne kulture in 0,1 MIK medu 
o C2: vzorec: 10 ml gojišča TSB in 0,15 ml prekonočne kulture in 0,3 MIK medu 
o C3: vzorec: 10 ml gojišča TSB in 0,15 ml prekonočne kulture in 0,5 MIK medu 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A PK PK C1 C1 C2 C2 C3 C3 / / TSB TSB 
B PK PK C1 C1 C2 C2 C3 C3 / / TSB TSB 
C PK PK C1 C1 C2 C2 C3 C3 / / TSB TSB 
D PK PK C1 C1 C2 C2 C3 C3 / / TSB TSB 
E PK PK C1 C1 C2 C2 C3 C3 / / TSB TSB 
F PK PK C1 C1 C2 C2 C3 C3 / / TSB TSB 
G PK PK C1 C1 C2 C2 C3 C3 / / TSB TSB 
H PK PK C1 C1 C2 C2 C3 C3 / / TSB TSB 
Slika 6: Primer načrta mikrotitrske ploščice za določanje protiadhezivnega učinka medu z metodo barvanja s 
kristal vijoličnim 
Legenda: PK: pozitivna kontrola: 200 µl gojišča TSB s prekonočno kulturo bakterij, C1: 200 µl gojišča TSB 
s prekonočno kulturo bakterij in 0,1 MIK medu; C2: 200 µl gojišča TSB s prekonočno kulturo bakterij in 0,3 
MIK medu; C3: 200 µl gojišča TSB s prekonočno kulturo bakterij in 0,5 MIK medu 
3.2.4.2 Določanje protiadhezivnega delovanja medu v polistirenski mikrotitrski ploščici z 
metodo barvanja s kristal vijoličnim 
Adhezijo bakterij (3.1.1) smo določili v polistirenskih mikrotitrskih ploščicah s 96–imi 
luknjicami (Slika 6). Za vsako vrsto bakterije smo pripravili inokulume (3.2.4.1), ki smo 
jih nanesli v mikrotitrsko ploščico po 200 µl v vsako luknjico v dveh kolonah. Negativna 
kontrola sta bili dve vrstici luknjic sterilnega tekočega gojišča TSB, pozitivna kontrola je 
bilo sterilno tekoče gojišče TSB z namnoženo prekonočno kulturo. Po 24 urah inkubacije 
pri 37 °C smo iz mikrotitrske ploščice z vakuumskim izpiralcem odstranili nepritrjene 
bakterijske celice in gojišče tako, da se nismo dotaknili površine luknjic, kjer so ostale 
pritrjene celice. Nato smo površino mikrotitrske ploščice z adheriranimi bakterijami spirali 
z dodatkom 200 µl destilirane vode/luknjico in to ponovili trikrat. Pritrjene celice v 
mikrotitrski ploščici smo fiksirali s sušenjem (10 minut oz. do suhega). Predhodno smo si 
pripravili 0,25 % raztopino barvila kristal vijolično, s katerim smo barvali pritrjene celice v 
mikrotitrski ploščici tako, da smo v vsako luknjico dodali po 200 µl barvila. Po 15 minutni 
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inkubaciji smo barvilo sprali najprej s spiralcem in nato še s tekočo vodo. Obarvane celice 
smo nato zopet fiksirali s sušenjem (10 minut oz. do suhega) in v vsako luknjico dodali 
200 µl topila. Za po Gramu negativne bakterije (Prevotella oralis) smo dodali etanol (96 
vol. %) in za po Gramu pozitivne (Strept. cristatus, Staph. warneri) ocetno kislino (33 %). 
Ploščico smo 2 minuti mešali pri 650 obratih/minuto, da se je barvilo raztopilo v topilu. 
Nato smo v čitalcu mikrotitrskih ploščic spektrofotometrično izmerili absorbanco pri 584 
nm. Dobljene podatke smo uporabili za izračun relativne količine adheriranih bakterijskih 
celic. 
3.2.5 Protiadhezivno delovanje medu na amalgamskih diskih in nanohibridnih 
kompozitih 
3.2.5.1 Priprava inokuluma 




 CFU/ml smo 
pripravili 2 inokuluma: 
o PK: pozitivna kontrola: 10 ml gojišča TSB in 0,15 ml prekonočne kulture 
o C1: vzorec: 10 ml gojišča TSB in 0,15 ml prekonočne kulture in 0,5 MIK medu 
3.2.5.2 Priprava kontaktne površine 
Na voljo smo imeli po 6 diskov vsake vrste materiala (amalgamski diski in nanohibridni 
kompozit) (3.1.5). Pred uporabo smo diske amalgama in nanohibridnega kompozita očistili 
z etanolom (96 %) in jih izpostavili UV–svetlobi (366 nm, 20 min na vsaki strani), ki ima 
baktericiden učinek. Po vsakem poskusu smo postopek čiščenja in sterilizacije z etanolom 
pod UV–svetlobo ponovili.  
3.2.5.3 Določanje protiadhezivnega delovanja medu na amalgamskih diskih in 
nanokompozitnem hibridu z metodo barvanja s kristal vijoličnim 
Najprej smo diske (3.2.5.2) aseptično prenesli v mikrotitrsko ploščico s 24 luknjicami tako, 
da je ta stal pokončno in se ni dotikal stene luknjice. Nato smo v vsako luknjico dodali 1 
ml pripravljenega inokuluma (3.2.5.1). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili prekonočno 
namnoženo kulturo bakterij v gojišču TSB in kot negativno kontrolo sterilno gojišče TSB 
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brez kulture. Vzorce smo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Po inkubaciji smo odstranili 
nepritrjene celice in gojišče z vakumskim sesalcem, pri tem smo bili pazljivi, da se nismo 
dotaknili diska. Nato smo v vsako luknjico z diskom dodali 1 ml destilirane vode, jo 
odstranili z vakuumskim sesalcem in postopek spiranja trikrat ponovili. Po spiranju smo 
diske v mikrotitrski ploščici fiksirali z 10 minutnim sušenjem pri približno 60 °C. V 
luknjice smo dodali 1 ml kristal vijoličnega (0,25 %) in 15 minut inkubirali pri sobni 
temperaturi. Barvilo smo najprej odstranili z vakumskim sesalcem, nato smo ga sprali z 1 
ml destilirane vode v treh ponovitvah. Spirali smo tako, da curek vode ni tekel direktno po 
površini diska, da ne bi odstranili že pritjene celice s površine. Ponovno je sledil postopek 
sušenja diskov. Diske smo nato prenesli v novo čisto mikrotitrsko ploščico, dodali 1 ml 
topila (ocetna kislina (33 %) ali etanol (96 %)) in 2 minuti stresali na stresalniku. Zopet 
smo vzeli novo čisto mikrotitrsko ploščico, tokrat s 96 luknjicami, in vanjo odpipetirali po 
200 µl raztopljenega barvila kristal vijolično. V čitalcu mikrotitrskih ploščic smo 
spektrofotometrično izmerili absorbanco barvila pri 584 nm. 
3.2.6 Določanje koncentracije bakterijskih celic v inokulumu 
3.2.6.1 Metoda štetja kolonij na trdnem gojišču 
Za določitev točnega števila bakterijskih celic smo uporabili metodo štetja kolonij na 
trdnem gojišču. To smo naredili tako, da smo iz prekonočne kulture odpipetirali 100 µl in 
jih prenesli v 1,5 ml–epruveto z 900 µl fiziološke raztopine, ter dobro premešali na 





). Nato smo na trdno gojišče TSA odpipetirali 10 µl (v treh paralelkah) 





. Gojišče TSA smo 24 h inkubirali pri 37 °C. Kolonije smo 
prešteli pri ustrezni redčitvi (tam kjer je bilo št. kolonij med 3–30) in za izračun 
koncentracije celic uporabili enačbo (1).  






]              … (1) 
Σ𝐶 …vsota kolonij na števnih gojiščih 
𝑛1 … število gojišč pri prvi števni redčitvi,  
𝑛2 … število gojišč pri drugi števni redčitvi 
𝑅… prva števna redčitev  
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3.3 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Dobljene rezultate iz praktičnega dela smo uredili s programom Mikrosoft Office Excel 
(Statsoft Inc., Tulsa, ZDA). Izračunali smo povprečno vrednost vseh paralelk, standardni 






𝑖                  … (2) 
?̅? … povprečna vrednost 
𝑥𝑖 … posamezna meritev 
𝑛 … število meritev 
 
𝑆𝐷 =  √
1
𝑛−1
∑ (𝑥𝑖 − ?̅?)2
𝑛
𝑖=1                … (3) 
𝑆𝐷 … standardni odklon 
?̅? … povprečna vrednost 
𝑥𝑖 … posamezna meritev 





∑ (𝑥𝑖 − ?̅?)
2𝑛
𝑖=1                … (4) 
𝑉 … varianca 
?̅? … povprečna vrednost 
𝑥𝑖 … posamezna meritev 
𝑛 … število meritev 
 
Za izračun inhibicije in stimulacije adhezije smo uporabili enačbi (5) in (6):  
% inhibicije =   
∆?̅?𝑃𝐾−∆?̅?𝑁
∆?̅?𝑃𝐾




               … (6) 
?̅?𝑃𝐾… povprečna absorbanca pri pozitivni kontroli 
?̅?𝑁… povprečna absorbanca pri posamezni koncentraciji medu 
 
Za ugotovitev statistično značilnih rezultatov smo uporabili analizo variance (ANOVA). Z 
ničelno hipotezo smo ovrednotili rezultate s ≥ 95 % stopnjo gotovosti (p ≤ 0,05 prikazuje 
statistično značilno vrednost).  
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4 REZULTATI 
Namen naše raziskave je bil ugotoviti ali med učinkuje na adhezijo izbranih bakterij ustne 
votline in kakšen je vpliv vrste medu. Prav tako nas je zanimalo, kakšen vpliv ima vrsta 
testirane površine, ki se uporablja za obnovo zobnega tkiva v ustni votlini. 
Dokazano je, da ima med protimikrobni in protiadhezivni vpliv na različne vrste bakterij 
kot so bakterije rodov Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas in Salmonella 
(Maddocks in sod., 2013; Badet in Quero, 2011; Alnaqdy in sod., 2005), zato smo 
pričakovali, da ga ima tudi na izbrane bakterijske seve, ki so bili izolirani s površin ustne 
votline (Strept. cristatus ŽMJ476, Strept. cristatus ŽMJ477, Strept. cristatus ŽMJ479, 
Staph. warneri ŽMJ478, Prevotella oralis ŽMJ480). 
V začetku poskusa smo določili protimikrobno delovanje različnih vrst medu z določitvijo 
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) za vsako vrsto medu in za vsak bakterijski sev. 
Tako smo ugotovili pri kakšni vsebnosti je posamezni vrsti medu še uspelo preprečiti rast 
bakterij. Glede na dobljene vrednosti MIK za različne vrste medu smo za bakterije vrst 
Strept. cristatus, Staph. warneri in Prevotella oralis določili protiadhezivno aktivnost.  
V raziskavi smo predpostavili, da bo imel med manuke, glede na podatke iz literature 
(Maddocks in sod., 2013; Badet in Quero, 2011; Cooper in sod., 2011), boljše 
protimikrobno in protiadhezivno delovanje proti izbranim bakterijskim sevom ustne 
votline, kot ostale vrste medu. Kljub predpostavki smo pričakovali, da slovenski medovi ne 
bodo zaostajali za novozelandsko manuko. 
V zaključnem delu smo želeli preučiti tudi vpliv materalov oz. površin, ki se uporabljajo 
kot nadomestek zobnih površin, na adhezijo bakterij. Testirali smo dve vrsti medu, ki sta 
pokazali najboljše rezultate pri predhodno opravljeni analizi protiadhezivnega delovanja na 
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4.1 PROTIMIKROBNO DELOVANJE MEDU 
Protimikrobno delovanje lipovega, cvetličnega, kostanjevega, smrekovega medu in medu 






) smo ovrednotili z 
določitvami minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK) medu pri grampozitivnih 
bakterijah vrst Strept. cristatus (3 sevi) in Staph. warneri ter pri gramnegativnih bakterijah 
vrste Prevotella oralis. Glavni namen je bil, da bi določili njihovo subinhibitorno 
koncentracijo, ki ne vpliva na rast in preživelost testiranih bakterij, temveč izključno na 
njihovo adhezijo. 
Preglednica 5: Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) različnih vrst medu za izbrane bakterijske seve 
izolirane iz ustne votline. 
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: metilglioksal 100 mg/kg; MGO 400
+
: metilglioksal 400 mg/kg; UMF 10
+
: unikatni 
manuka faktor z enako protimikrobno učinkovitostjo kot 10 % fenolna raztopina 
Kot metodo za določitev protimikrobnega učinka medu, smo se odločili za metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici, katera se je po literaturnih podatkih izkazala za 
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hitrejšo, natančnejšo in bolj informativno od agar difuzijske ali agar dilucijske metode 
(Osés in sod., 2016). 
Vrednosti MIK (povprečje treh paralelk) se gibljejo med 93,75 in 500 mg/ml oz. med 4,7 
% in 25 % raztopino medu (Preglednica 5). Na splošno je bila v povprečju za inhibicijo 
rasti testnih bakterij potrebna manjša količina kostanjevega in smrekovega medu kot 
medov manuke. Za najmanj občutljivega se je pokazal bakterijski sev Staph. warneri 
ŽMJ478, najnižjo koncentracijo medu, ki je potrebna za inhibicijo rasti pa smo določili pri 
bakterijskem sevu Strept. cristatus ŽMJ477 (MIK 93,75 mg/ml) za kostanjev in smrekov 
med. 
Pri analizi protiadhezivnega delovanja medu smo glede na rezultate prikazane v 
Preglednici 5 izbrali 3 subinhibitorne koncentracije medu in sicer 0,1, 0,3 in 0,5 MIK. 
4.2 PROTIADHEZIVNO DELOVANJE MEDU 
Z namenom ugotoviti, katera vrsta medu ima najboljšo protiadhezivno učinkovitost smo z 
osmimi različnimi vrstami medu tretirali pet različnih bakterijskih sevov (Strept. cristatus 
ŽMJ476, Strept. cristatus ŽMJ477, Strept. cristatus ŽMJ479, Staph. Warneri ŽMJ478 in 
Prevotella oralis ŽMJ480) tako, da smo določili njihovo adhezijo na polistiren (Priloga A). 
Z metodo barvanja s kristal vijoličnim smo po 24 urah inkubacije pokazali vpliv različnih 
koncentracij medu na količino pritrjenih bakterij. Glede na rezultate protimikrobnega 
delovanja smo izbrali tri subinhibitorne koncentracije vsakega medu (0,1 MIK; 0,3 MIK; 
0,5 MIK), ki so bile nižje od vrednosti MIK, da med ne bi vplival na samo rast bakterij, 
temveč le na vezavo celic. 
Na Slikah 9–11 je prikazana inhibicija oz. stimulacija adhezije, ki je določena glede na 
kontrolo adhezije posameznega seva bakterij brez dodatka medu v gojišče TSB. 
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4.2.1 Protiadhezivno delovanje različnih vrst medu na različne seve bakterij vrste 
Streptococcus cristatus 
Inhibicija oz. stimulacija adheriranih bakterijskih celic pri treh sevih bakterij vrste Strept. 
cristatus ŽMJ476, Strept. cristatus ŽMJ477 in Strept. cristatus ŽMJ479 pri treh 
subinhibitornih koncentracijah (0,1 MIK; 0,3 MIK; 0,5 MIK) različnih vrst medu je 
prikazana na Slikah 7–9.  
Protiadhezivna aktivnost različnih vrst medu na različne seve bakterij vrste Strept. cristatus 
je bila zelo variabilna. Nekatere vrste medu niso imele protiadhezivnega učinka, temveč 
ravno nasprotno–delovale so stimulativno. Adhezija je bila najbolj spodbujena pri najnižji 
testirani koncentraciji (0,1 MIK), saj so vse vrste medu stimulirale adhezijo bakterij sevov 
Strept. cristatus ŽMJ477 (Slika 8) in Strept. cristatus ŽMJ479 (Slika 9), medtem ko je bila 
adhezija zmanjšana le z medom oljne ogrščice (18 %) pri bakterijah seva Strept. cristatus 
ŽMJ476 (Slika 7) in s kostanjevim medom pri bakterijah seva Strept. cristatus ŽMJ477, 
vendar le z 2,7 % inhibicijo (Slika 7).  
 
Slika 7: Vpliv različnih vrst medu na adhezijo bakterij seva Streptococcus cristatus ŽMJ476 na polistiren 
Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MGO 100
+
: metilglioksal 100 mg/kg; MGO 400
+
: 
metilglioksal 400 mg/kg; UMF 10
+
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Večina vrst medu je spodbujala adhezijo tudi pri subinhibitorni koncentraciji 0,3 MIK. Do 
najmočnejše spodbuditve (68 %) je prišlo pri sevu Strept. cristatus ŽMJ479, ki je bil 
tretiran z medom manuke UMF 10
+
 (Slika 9). Kljub temu je pri tej koncentraciji prišlo tudi 
do inhibicije adhezije, najboljši inhibitorni učinek, čeprav relativno šibek (6–23 %), sta 
imela smrekov med in med manuke MGO 100
+
 na bakterijski sev Strept. cristatus ŽMJ476 
(Slika 7). Nekateri medovi niso pokazali učinka na adhezijo sevov bakterij vrste Strept. 
cristatus. Lipov med in med oljne ogrščice nista učinkovala na adhezijo Strept. cristatus 
ŽMJ479, prav tako ni bilo učinka lipovega in cvetličnega medu na adhezijo Strept. 
cristatus ŽMJ477.  
 
Slika 8: Vpliv različnih vrst medu na adhezijo bakterij seva Streptococcus cristatus ŽMJ477 na polistiren 
Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MGO 100
+
: metilglioksal 100 mg/kg; MGO 400
+
: 
metilglioksal 400 mg/kg; UMF 10
+
: unikatni manuka faktor z enako protimikrobno učinkovitostjo kot 10 % 
fenolna raztopina 
Najboljši protiadhezivni učinek proti bakterijskim sevom smo določili pri najvišji 
koncentraciji medov (0,5 MIK). Vsi medovi so delovali protiadhezivno na vse bakterijske 
seve Strept. cristatus, z izjemo smrekovega, ki ni pokazal inhibitornega učinka pri nobeni 
koncetraciji na sev Strept. cristatus ŽMJ477 (Slika 8), prav tako pa je bilo njegovo 
protiadhezivno delovanje, v primerjavi z drugimi vrstami medu najšibkejše tudi pri sevih 
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Slika 9: Vpliv različnih vrst medu na adhezijo bakterij seva Streptococcus cristatus ŽMJ479 na polistiren 
Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MGO 100
+
: metilglioksal 100 mg/kg; MGO 400
+
: 
metilglioksal 400 mg/kg; UMF 10
+
: unikatni manuka faktor z enako protimikrobno učinkovitostjo kot 10 % 
fenolna raztopina 
 
4.2.2 Protiadhezivno delovanje različnih vrst medu na bakterije vrste 
Staphylococcus warneri 
Dobro protiadhezivno delovanje vseh vrst medu na bakterije vrste Staph. warneri ŽMJ478 
je bilo ugotovljeno pri višji subinhibitorni koncentraciji (0,5 MIK). Na podlagi rezultatov 
prikazanih na Sliki 10 lahko potrdimo, da vse vrste medu inhibirajo adhezijo bakterij vrste 
Staph. warneri ŽMJ478. Najmočnejši protiadhezivni učinek so imeli lipov med s 93 % ter 
med oljne ogrščice in manuke 100
+
 z 90 % inhibicijo. Pri tej koncentraciji je imel najslabši 
protiadhezivni učinek smrekov med s 53 % inhibicijo.  
Tudi pri nižji koncentraciji (0,3 MIK) je pri nekaterih vrstah medu prišlo do 
protiadhezivnega učinka, vendar manjšega kot pri višji koncentraciji medu. Največji 
učinek smo ugotovili pri smrekovem medu, sledili so mu kostanjev med, med manuke 
MGO 400
+
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Pri 0,1 MIK je imel najboljši učinek kostanjev med, ki je še vedno imel več kot 50 % 
inhibicijo, ostale vrste medu so adhezijo spodbujale. Najslabši učinek protiadhezije je imel 
med manuke UMF 10
+
, ki pri nobeni od testiranih koncentracij ni pokazal inhibicijskega 
učinka. 
 
Slika 10: Vpliv različnih vrst medu na adhezijo bakterij seva Staphylococcus warneri ŽMJ478 na polistiren 
Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MGO 100
+
: metilglioksal 100 mg/kg; MGO 400
+
: 
metilglioksal 400 mg/kg; UMF 10
+
: unikatni manuka faktor z enako protimikrobno učinkovitostjo kot 10 % 
fenolna raztopina 
 
4.2.3 Protiadhezivno delovanje različnih vrst medu na bakterije vrste Prevotella 
oralis 
V primerjavi z ostalimi testiranimi izolati ustne votline je bil učinek različnih vrst medu na 
adhezijo bakterij vrste Prevotella oralis ŽMJ480 manj raznolik. Iz Slike 11 je razvidno, da 
smo pri 0,1 MIK ugotovili minimalno ali ničelno protiadhezivno delovanje, saj nobena 
vrsta medu ni izstopala po svojih inhibitornih ali stimulacijskih vrednostih. Smrekov, 
kostanjev, med manuke MGO 100
+
 in manuke MGO 400
+ 
niso imeli nobenega učinka na 
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Najboljšo, vendar še zmeraj šibko inhibicijo adhezije (20 %) sta pokazala med manuke 
UMF 10
+
 in manuke MGO 400
+ 
pri drugi testirani koncentraciji (0,3 MIK), ostale vrste so 
imele minimalen učinek na adhezijo.  
Pri 0,5 MIK je protiadhezivni učinek medu bolj izrazit, vendar ne pri vseh vrstah. Smrekov 
med ni imel učinka na pritrjevanje bakterijskih celic pri 0,5 MIK. Cvetlični med je na 
inhibicijo adhezije deloval zelo šibko, ostale vrste medu, lipov, med oljne ogrščice, 
kostanjev, med manuke MGO 100
+
 so imeli močan protiadhezivni učinek. Med njimi je 
najmočneje učinkoval kostanjev med s 60 % inhibicijo (Slika 11). 
 
 
Slika 11: Vpliv različnih vrst medu na adhezijo bakterij seva Prevotella oralis ŽMJ480 na polistiren 
Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MGO 100
+
: metilglioksal 100 mg/kg; MGO 400
+
: 
metilglioksal 400 mg/kg; UMF 10
+
: unikatni manuka faktor z enako protimikrobno učinkovitostjo kot 10 % 
fenolna raztopina 
 
4.3 VPLIV VRSTE POVRŠINE NA PROTIADHEZIVNO UČINKOVITOST MEDU 
Po testiranju protiadhezivnega učinka medu na polistirenu smo v nadaljevanju 
eksperimentalnega dela testirali dva vzorca medu z najboljšo protiadhezivno aktivnostjo na 
polistirenu in ugotavljali protiadhezivno učinkovitost na dveh nadomestnih zobnih 
površinah. Analizirali smo protiadhezivno učinkovitost kostanjevega medu in medu 
manuke MGO 100
+
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nanohibridnih kompozitih (Priloga B). Uporabili smo subinhibitorno koncentracijo 0,5 
MIK, pri kateri so testirane vrste medov pokazale največji inhibitorni učinek na polistirenu. 
Bakterijsko adhezijo smo določali po 24 urah inkubacije z metodo barvanja s kristal 
vijoličnim. 
Adhezija bakterij seva Strept. cristatus ŽMJ476 na amalgamski disk (Slika 12) je bila 
občutno zmanjšana ob dodatku medu manuke MGO 100
+
 (125,00 mg/ml) in kostanjevega 
medu (93,75 mg/ml). Inhibicija  adhezije je bila 89 % in 92 % pri dodatku kostanjevega oz. 




Slika 12: Vpliv kostanjevega medu in medu manuke MGO 100
+
 na adhezijo bakterij seva Streptococcus 
cristatus ŽMJ476 na amalgamski disk in nanohibridni kompozit pri 0,5 MIK 
Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MGO 100
+
: metilglioksal 100 mg/kg 
Analiza protiadhezivnega delovanja medu na nanohibridnem kompozitu (Slika 12) je 
pokazala, da je inhibicija adhezije večja ob dodatku kostanjevega medu (62,18 %) v 
primerjavi z inhibicijo adhezije ob dodatku medu manuke MGO 100
+
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5 RAZPRAVA 
5.1 PROTIMIKROBNO DELOVANJE MEDU 
Vse testirane vrste medu so pokazale protimikrobni učinek na izbrane seve bakterij 
izolirane iz ustne votline. Vpliv različnih vrst medu na bakterije sevov Strept. cristatus je 
bil bolj variabilen kot smo pričakovali. Protimikroben učinek kostanjevega in smrekovega 
medu je bil boljši v primerjavi z ostalimi vrstami medu. To je najbolj izraženo pri sevu 
Strept. cristatus ŽMJ477, sledi mu sev Strept. cristatus ŽMJ476. Najmanj občutljiv pa je 
bil sev Strept. cristatus ŽMJ479. Do podobnih rezultatov so prišli tudi Basson in sod. 
(1994), ki so dokazali protimikrobni učinek na ustne streptokoke v koncentracijah medu 
med 12,5 % in 25 %. Badet in Quero (2011) navajata zelo nizko vrednost MIK pri ustnih 
bakterijah vrste Strept. mutans in sicer 0,1 %. Med v nizkih koncentracijah vpliva tudi na 
druge vrste ustnih bakterij. Protimikrobna učinkovitost proti bakterijam, ki povzročajo 
ustni gingivitis, Porphyromonas gingivalis je bila pri 2 % koncentraciji medu manuke, pri 
cvetličnem medu pa je zadostovala 5 % koncentracija (Eick in sod., 2014). 
Koagulaza negativni stafilokoki so peti najpogostejši izolirani mikroorganizmi 
bolnišničnih okužb, med katere spada tudi naš sev Staph. warneri, kateri se je pokazal za 
najmanj občutljivega na vse vrste medu. Kljub temu, da smo pričakovali boljši 
protimikroben učinek medu manuke na bakterije vrste Staph. warneri v primerjavi z 
medovi slovenskega porekla, je bila za inhibicijo rasti potrebna najvišja koncentracija 
medu (Preglednica 5) ravno pri medu manuke. Boljši učinek medu manuke (manuka UMF 
20
+
, manuka UMF 16
+
) so dokazali Almasaudi in sod. (2017) na bakterije MRSA in 
MSSA z vrednostmi MIK med 10 %–20 %. Še boljši protimikrobni učinek so dokazali 
French in sod. (2005), kjer je med manuke (neperoksidna aktivnost ekvivilentna 16,8 % 
fenolni raztopini) že pri 3,4 % razredčitvi inhibiral rast koagulaza negativnih stafilokokov.  
Med in drugi čebelji izdelki imajo protimikrobni učinek tudi na anaerobne vrste bakterij 
ustne votline (Santos in sod., 2002). V našem poskusu smo ugotavljali pri kakšni 
koncentraciji medu je še zaznati protimikroben učinek proti bakterijam vrste Prevotella 
oralis. Ugotovili smo, da se ta koncentracija giblje med 9,4 % in 12,5 % in se tako 
bistveno ne razlikuje od koncentracije, ki inhibira rast bakterij vrste Strept. cristatus, 
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čeprav gre za predstavnice tako grampozitivnih kot gramnegativnih bakterij. Vpliv medu 
na rast bakterij rodu Prevotella še ni dobro raziskan. Nekaj raziskav navaja dobro 
protimikrobno učinkovitost propolisa na pigmentirane bakterije vrste Prevotella intermedia 
(Santos in sod., 2002; Gebara in sod., 2002). Podržaj (2011) je pri isti vrsti bakterij, ampak 
na drugem sevu, dokazala dobro protimikrobno učinkovitost slovenskih vrst medu 
(kostanjev, cvetlični, med oljne ogrščice, lipov, hojev, akacijev med). Najboljši učinek 
med slovenskimi medovi je pri njeni raziskavi imel hojev med.  
Pri proučevanju protimikrobne učinkovitosti medu na različne mikroorganizme se 
največkrat uporablja med manuke. Po dosedaj opravljenih raziskavah se je izkazal za 
najbolj učinkovitega. V naši raziskavi smo ugotovili, da so vsi medovi manuke (manuka 
MGO 100
+
, manuka UMF 10
+
, manuka MGO 400
+
) pokazali protimikrobno aktivnost, 
vendar med njimi ni bilo razlik. V primerjavi s slovenskimi medovi se je med manuke 
izkazal za slabšega, saj je bila potrebna višja koncentracija medu za inhibicijo rasti. Glede 
na navedbe različnih študij (Almasaudi in sod., 2017; French in sod., 2005; Cooper in sod., 
2002) smo pričakovali boljše protimikrobno delovanje medov manuke. Zanimivo je, da 
večja vsebnost metilglioksala, ki spada med neperoksidne snovi s protimikrobnim 
delovanjem v medu manuka, ni vplivala na boljšo inhibicijo rasti, saj drugi avtorji v svojih 
raziskavah dokazujejo boljše protimikrobno delovanje manuke z višjim faktorjem MGO 
oz. višjo vsebnost metilglioksala (Badet in Quero, 2011; Mavric in sod. 2008).  
Mehanizem protibakterijskega delovanja posamezne vrste medu bi morali natančneje 
raziskati s kemijskimi analizami, s katerimi bi določili vsebnost bioaktivnih komponent 
posamezne vrste medu. Tako bi lahko v lipovem, cvetličnem, kostanjevem in smrekovem 
medu ter v medu oljne ogrščice določili vsebnost vodikovega peroksida z določanjem 
koncentracije encima glukoza oksidaza, kot najpomembnejšega protimikrobnega dejavnika 
(Brudzynski in sod., 2011; Mandal in Mandal, 2011). V vzorcih medu manuke pa bi 
analizirali vsebnost metilglioksala, ki velja za glavno protimikrobno snov v tej vrsti medu 





 in manuka UMF 10
+
) (Atrott in Henle, 2009; Adams in sod., 2008). 
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5.2 PROTIADHEZIVNO DELOVANJE MEDU 
V naši raziskavi smo ugotovili, da je protiadhezivna aktivnost odvisna od vrste medu, 
koncentracije medu, bakterijske vrste in seva. Različne vrste medu so različno vplivale na 
izbrane izolate ustne votline. Rezultati kažejo velike razlike v adheziji med 
koncentracijami medu. Močan protiadhezivni učinek smo ugotovili pri najvišji 
subinhibitorni koncentraciji 0,5 MIK (46,9–250,0 mg/ml), kjer je večina medov inhibirala 
pritrjevanje bakterijskih celic ustne votline. Največji protiadhezivni učinek na vse bakterije 
smo določili pri kostanjevem medu in medovih manuke, najmanjši pa pri smrekovem in 
cvetličnem medu.  
Med tremi sevi bakterij vrste Strept. cristatus je večina vrst medu inhibirala adhezijo 
Strept. cristatus ŽMJ476 že pri 0,3 MIK v razponu med 6 %–23 %. Pri enaki koncentraciji 
sta smrekov med in med manuke MGO 400
+
 adhezijo stimulirala. Pri sevu Strept. cristatus 
ŽMJ477 je do protiadhezivnega učinka prišlo pri najvišji koncentraciji (0,5 MIK), vendar 
ne pri vseh vrstah medu. Najboljši učinek je imel med oljne ogrščice in med manuke MGO 
400
+
. Smrekov med je močno odstopal od ostalih vrst medu, saj je pri vseh koncentracijah 
enako intenzivno stimuliral adhezijo. Tudi na inhibicijo adhezije seva Strept. cristatus 
ŽMJ479 je vplivala najvišja koncentracija medov 0,5 MIK, najboljši protiadhezivni učinek 
smo dokazali pri medovih manuke, lipovem in medu oljne ogrščice (67 %–86 %). 
Nekoliko manjši protiadhezivni učinek je bil pri cvetličnem (43 %) in smrekovem (36 %) 
medu.  
Na seve bakterij vrste Strept. cristatus je najbolj inhibitorno učinkoval med oljne ogrščice, 
saj je pri vseh koncentracijah inhibiral adhezijo ali pa ni imel učinka. Tudi zelo nizke 
koncentracije medu oljne ogrščice (0,1 MIK ali 25 mg/ml) niso spodbudile adhezije pri teh 
bakterijah. Čeprav v literaturi nismo našli podatkov o učinku medu oljne ogrščice na 
protiadhezijo, pa so že večkrat dokazali njegovo močno protimikrobno aktivnost. Podržaj 
(2011), Bogdanov in sod. (2008) ter Dinkov in sod. (2016) poročajo o visokem 
protimikrobnem delovanju medu oljne ogrščice na različine vrste bakterij. 
Vse več avtorjev navaja med manuke kot dober inhibitor adhezije, kar je spodbudilo 
uporabo te vrste medu tudi v naši raziskavi. Študije pa poročajo o veliko nižji koncentraciji 
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te vrste medu, ki že inhibira adhezijo in nastanek biofilma. Pri proučevanju učinka medu 
manuke na adhezijo ustnih bakterij vrste Strept. mutans sta Badet in Quero (2011) 
ugotovila, da je med manuke UMF 16
+
 že pri koncentraciji 500 µg/ml uspešno zaviral 
adhezijo. Najmočnejši inhibitorni učinek na adhezijo vseh treh sevov smo ugotovili pri 
medu manuke UMF 10
+
 in MGO 400
+
 pri koncentraciji 0,5 MIK (125–250 mg/ml). Pri 
nižji koncentraciji, 0,3 MIK (28,1–150,0 mg/ml) je med manuke adhezijo stimuliral, razen 
pri sevu Strept. cristatus ŽMJ476 je prišlo do inhibicije. Pri vseh sevih je prišlo do 
stimulacije adhezije ob prisotnosti večine vrst medu v najnižji koncentraciji 0,1 MIK (9,4–
50,0 mg/ml). Izjema je med oljne ogrščice, ki je že pri tako nizki koncentraciji adhezijo 
inhibiral ali pa ni imel učinka (Slike 7–9). 
Vse vrste medu so imele boljši protiadhezivni kot protimikrobni učinek na bakterije vrste 
Staph. warneri. Najmočnejšo protiadhezivno učinkovitost je imel kostanjev med, saj je 
edini inhibiral adhezijo že pri 0,1 MIK (37,5 mg/ml). O vplivu kostanjevega medu na 
tvorbo biofilma bakterij so poročali že Truchado in sod. (2009), ki so ugotovili, da 
kostanjev med deluje na medcelično signalizacijo (quorum sensing) in tako zmanjša 
pritrjevanje bakterijskih celic. Pri 0,3 MIK je imelo na inhibicijo adhezije vpliv že več vrst 
medu, najmočnejšo smrekov in kostanjev med (112,5 mg/ml). Zanimivo je, da je pri 
koncentraciji 0,1 MIK smrekov med najmočneje stimuliral adhezijo, pri 0,3 MIK pa 
najmočneje inhibiral. Razlog za to je lahko v aktivnosti protimikrobnih dejavnikov v 
smrekovem medu, ki so v območju te koncentracije najaktivnejši (Bang in sod., 2003).  
Pri določanju inhibicije adhezije bakterij vrste Prevotella oralis smo ugotovili, da večina 
vrst medu ni imela učinka na adhezijo oziroma je le–ta zanemarljiv pri koncentraciji medu 
0,1 MIK in 0,3 MIK. Le med manuke UMF 10
+
 in manuke MGO 400
+
 sta pokazala šibko 
(25 %) inhibicijo adhezije pri koncentraciji 0,3 MIK (75 mg/ml). Preobrat se zgodi pri 
koncentraciji 0,5 MIK, kjer je razvidno, da skoraj vse vrste medu inhibirajo adhezijo. Med 
njimi najmočneje kostanjev, med oljne ogrščice in lipov med. Med medovi manuke ima 
najmočnejši protiadhezivni učinek med manuke UMF 10
+
, ostala medova manuke imata 
med seboj primerljiv učinek (15 %). Zanimiv je rezultat, da nižji koncentraciji medu (0,1 
MIK in 0,3 MIK) pri tem sevu nista spodbudili adhezije tako kot je ta učinek viden pri 
vseh ostalih sevih.  
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Na podlagi dobljenih rezultatov lahko rečemo, da je imel najslabši protiadhezivni učinek 
na naše izolate smrekov med, ki je tudi pri najvišji koncentraciji 0,5 MIK deloval 
stimulativno (Slika 8), ni imel učinka (Slika 11) ali pa je deloval minimalno inhibitorno 
(Slika 7). Predpostavljamo, da bi razlog za to lahko bila premalo natančna določitev MIK 
pri določanju protimikrobnega učinka smrekovemu medu. Takoj za smrekovim medom je 
prav tako relativno slabo deloval cvetlični med. Razlog za slab inhibitorni učinek 
cvetličnega medu ni znan, vendar je že znano da imajo nektarne vrste medu slabši vpliv na 
inhibicijo rasti bakterij kot manine vrste (Rihar, 2003). 
Najmočnejši protiadhezivni učinek pri koncentraciji 0,5 MIK na vse izbrane bakterije sta 
imela kostanjev med in med manuke MGO 400
+
. Tako močan učinek lahko pripišemo 
koncentraciji oziroma količini medu, ki je bila dodana bakterijam. Večja količina pomeni 
več protiadhezivnih dejavnikov medu. Kostanjev med ima visoko vsebnost protimikrobnih 
snovi. Truchado in sod. (2009) so proučevali sposobnost adhezije in tvorbo biofilma pri 
bakterijah vrste Cromobacterium violaceum. Rezulati so pokazali, da ima kostanjev med 
močnejšo inhibitorno aktivnost na medcelično komunikacijo bakterij kot med manuke in 
tako inhibira adhezijo in posledično tudi tvorbo biofilma. Tudi druge vrste medu imajo pri 
relativno nizki koncentraciji močan inhibitorni učinek na adhezijo. da Silva in sod. (2016) 
so ugotovili da 50 % (w/v) koncentracija medu sivke popolnoma inhibira adhezijo MRSA. 
Pri 25 % (w/v) koncentraciji pa je imel najmočnejši inhibitorni učinek med jagodičnice. 
Med s svojo sestavo uspešno vpliva na zmanjšanje pritrjevanja bakterijskih celic. Snovi in 
dejavniki, ki pripomorejo k inhibiciji adhezije so vodikov peroksid, metilglioksal, pH, 
visoka osmolarnost ter ostale bioaktivne in antioksidativne snovi. Mehanizmi natančnega 
protiadhezivnega delovanja medu še niso dobro poznani. Alnaqdy in sod. (2005) so 
proučevali sposobnost medu, da prepreči pritrjevanje bakterij in vitro. Njihov zaključek je, 
da določene komponente medu vplivajo na površinski naboj in hidrofobnost bakterij ter s 
tem zmotijo interakcije med bakterijsko membrano in podlago ter onemogočijo pritrditev. 
Drugi predpostavljajo, da ima lahko protiadhezivni učinek v medu ena sama snov ali več 
snovi skupaj kot so fruktoza, glukoza, fenolne spojine, vodikov peroksid in metilglioksal; 
menijo pa tudi, da imajo velik vpliv na inhibicijo adhezije fizikalni parametri medu (pH, 
hiperosmolarnost) (da Silva in sod., 2016). Pri tretiranju že zrelega biofilma z medom naj 
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bi ti dejavniki negativno delovali na medcelično komunikacijo in posledično zmotili 
delovanje bakterij in tvorbo biofilma (da Silva in sod., 2016). Nassar in sod. (2012) so 
ovrgli hipotezo, da je za protiadhezivno delovanje zaslužena visoka osmolarnost medu, saj 
je bil učinek naravnega medu veliko boljši v primerjavi s sladkorno raztopino. Razlog za 
zmanjšano adhezijo je po njihovem mnenju sprememba v izražanju molekul za specifično 
vezavo bakterij, v primeru vezave bakterij vrste Strept. mutans je to antigen I/II, katerega 
ekspresija je lahko motena zaradi učinkovanja medu. 
Podobno ugotavljajo pri testiranju protiadhezivne in protifilmotvorne učinkovitosti medu 
manuke. Med manuke je ena najbolj raziskanih vrst medu. Vključujejo ga v številne 
raziskave, saj odraža protimikrobne, protifilmotvorne in protiadhezivne lastnosti. Zaradi 
teh lastnosti smo ga v našo raziskavo vključili tudi mi in z njim določali protimikrobno in 
protiadhezivno delovanje na bakterije ustne votline. Med manuke ima veliko vsebnost 
spojine metilglioksal, katera naj bi bila glavni dejavnik za inhibicijo bakterijske rasti tako v 
planktonski obliki kot v biofilmu (Merckoll in sod., 2009). Naši rezultati protiadhezivnega 
delovanja so bili v nasprotju s pričakovanji. Predpostavili smo veliko boljšo inhibicijo 
adhezije pri medu manuke z višjo koncentracijo metilglioksala–400 mg/kg (manuka MGO 
400
+
), kot pri medu manuke z nižjo koncentracijo metilglioksala–100 mg/ml (MGO 100
+
) 
(Badet in Quero, 2011; Atrott in Henle, 2009). Jervis–Bardy in sod. (2011) so proučevali 
prispevek metilglioksala k protifilmotvorni aktivnosti. Inhibicija tvorbe biofilma je bila 
vidna pri vseh vrstah medu pri koncentraciji metilglioksala 0,53 mg/kg, za enak učinek pa 
je bila potrebna še enkrat višja koncentracija raztopine metilglioksala (≥ 1,05 mg/ml). Na 
podlagi teh rezultatov so sklepali, da je vsebnost MGO v medu le delno odgovorna za 
inhibicijo bakterijskih celic v biofilmu. Kljub temu so nedavno dokazali učinek 1 mmol 
MGO na strukturne spremembe bakterijskih organelov. Z opazovanjem pod elektronskim 
mikroskopom so ugotovili zmanjšanje števila fimbrij in flagel (izrastki, ki omogočajo 
gibljivost bakterij in tvorbo biofilma) bakterij vrst Bacillus subtilis in Escherichia coli, kar 
vpliva na njihovo sposobnosti adheriranja in gibanja (Rabie in sod., 2016). Podoben učinek 
so ugotovili Roberts in sod. (2015), ki so potrdili učinek medu manuke na zmanjšanje 
gibljivosti bakterij vrste Pseudomonas aeruginosa. Med naj bi deloval zaviralno na 
izražanje genov, ki omogočajo nastanek flagel. Zaradi manjšega števila flagel na površini 
bakterijske membrane postane bakterija manj virulentna. 
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Pri testiranju protiadhezivnega vpliva različnih vrst medu smo pri večini medov ugotovili 
spodbujeno adhezijo predvsem pri največji redčitvi (0,1 MIK) glede na kontrolni vzorec. 
Uporaba subinhibitornih koncentracij lahko predstavlja problem pri zdravljenju z 
aplikacijo medu na rane, saj lahko izceja poveča razredčitev medu in tako vzpodbudi rast 
bakterijskih celic oz. pritrjevanje namesto, da ga inhibira (da Silva in sod., 2016). 
Spodbujeno adhezijo pri nizki koncentraciji medu bi lahko pripisali tudi naravno prisotnim 
sladkorjem v medu, ki v nižji koncentraciji ne inhibirajo pritrjevanja, temveč ga spodbujajo 
(Hamada in Slade, 1980). Pri povečani redčitvi se koncentracija protimikrobnih snovi 
zmanjša, vključno s tvorbo vodikovega peroksida. Tvorba vodikovega peroksida je 
največja pri 30–50 % koncentraciji medu (Bang in sod., 2003). 
Prav tako je možno, da inhibitorni učinek medu na adhezijo ni bil vzdrževan celotnih 24 ur 
inkubacije. Okhiria in sod. (2009) so najboljše delovanje medu določili po 9–11 urah 
tretiranja biofilma bakterij vrste Pseudomonas aeruginosa, medtem ko se je po 24 urah 
začela biomasa ponovno povečevati. Razlog za to je lahko razpad protimikrobnih snovi, 
kot je vodikov peroksid ali pojav odpornosti pri bakterijah v biofilmu na učinkovine medu. 
Camplin in Maddocks (2014) sta prva, ki sta proučevala odpornost bakterij proti medu. 
Dokazala sta povečano odpornost izolatov biofilma bakterij vrste Pseudomonas 
aeruginosa proti medu manuke. Izolati odporni proti medu so pokazali povečano 
sposobnost tvorbe biofilma. Zanimivo je tudi, da so bili ti izolati odporni tudi proti 
antibiotikoma rifampicin in imipenem. Zato je možno, da so se pojavile številne 
spremembe in s tem prenos odpornosti med bakterijami proti protimikrobnim snovem 
medu. Potrebne so nadaljnje raziskave, ki bodo potrdile, da lahko bakterije razvijejo trajno 
odpornost proti sestavinam medu.  
V nadaljevanju bi se lahko osredotočili na fizikalno–kemijske lastnosti medu. Z merjenjem 
teh lastnosti in dobljenih rezultatov bi lahko ovrednotili njegove protimikrobne in 
protiadhezivne dejavnike. Za potrditev, da imajo naši testirani medovi enak vpliv na 
mikroorganizme tudi v ustni votlini, bi morali poustvariti podobne razmere. Eick in sod. 
(2014) so simulirali okolje ustne votline tako, da so testirali protiadhezivno učinkovitost 
medu na umetno ustvarjenem peliklu s pomočjo umetne sterilne sline. Prav tako bi lahko 
izvedli inkubacijo v anarobnih razmerah, saj nekatere bakterije ustne votline, ki sodelujejo 
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pri nastanku bolezni rastejo boljše v skritih, poglobljenih predelih ustne votline, kot so 
gingivinalni žepi, kjer se vzpostavijo anaerobne razmere. 
5.3 VPLIV VRSTE POVRŠINE NA PROTIADHEZIVNO UČINKOVITOST MEDU 
Površina testnih amalgamskih diskov je bila vizualno hrapava z več vdolbinami, 
nepravilnostmi in neenakomernimi robovi, zato smo pričakovali, da se bo tam ujelo oz. 
pritrdilo večje število bakterij kot na nanohibridne kompozite, kjer je bila površina na 
pogled in otip bolj gladka. 
Materiali, ki se uporabljajo za nadomestitev zobne površine, skupaj z dejavniki, katerim so 
izpostavljeni, omogočajo nastanek biofilma, ki lahko vpliva na človekovo zdravje. 
Količina adheriranih bakterijskih celic na površini je odvisna od lastnosti površine 
materiala (naboj, hidrofilnost/hidrofobost, hrapavost) in lastnosti bakterij (gibljivost, 
prisotnost adhezinov, hidrofilnost/hidrofobnost). Številne raziskave dokazujejo, da se na 
hrapave, grobe površine pritrja več mikroorganizmov oz. se tvori več biofilma kot na 
gladkih, bolj obdelanih površinah (Han in sod., 2016; Busscher in sod., 2010; Teughels in 
sod., 2006).  
Za amalgamske površine je dokazano, da se na njih tvori debela plast stabilnega biofilma, 
vendar je stopnja preživelosti bakterijskih celic v biofilmu zelo majhna (< 8 %) (Auschill 
in sod., 2002). Na količino žive biomase na amalgamskih diskih bi lahko vplivale strupene 
snovi, ki se počasi izločajo iz amalgama in imajo lahko protimikroben učinek. Zato bi 
večjo protiadhezivno učinkovitost medu na tej površini (Slika 12) lahko pripisali izločanju 
živega srebra, ki počasi difundira v okolje kjer so bakterijske celice in povzroči njihovo 
smrt (Silver, 2003). 
Nanohibridni kompozit je v primerjavi z amalgamom bolj občutljiv na vse prisotne 
dejavnike v ustni votlini vključno z bakterijami. Busscher in sod. (2010) navajajo, da več 
patogenih bakterij, ki povzročajo bolezni v ustni votlini, lažje tvorijo biofilm na 
nanohibridnem kompozitu kot amalgamu. Aykent in sod. (2010) so dokazali pozitivno 
korelacijo med stopnjo hrapavosti površine in adhezijo bakterij vrste Strept. mutans. 
Število pritrjenih bakterij vrste Strept. mutans je bilo na gladki površini nižje kot na 
hrapavi površini. Na sposobnost adhezije bakterij vpliva vrsta površine in vrsta medu. V 
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našem poskusu smo ugotovili, da kostanjev med močno zmanjša adhezijo bakterij 
(inhibicija 62,18 %). Med manuke je imel prav tako pomemben vpliv na inhibicijo 
adhezije (inhibicija 25,33 %) bakterij, vendar manjšega kot kostanjev med.  
Iz rezultatov smo ugotovili, da površina amalgamskega diska ni imela vpliva na adhezijo 
bakterij vrste Strept. cristatus ŽMJ476 ob dodatku medu manuke MGO 100
+ 
in 
kostanjevem medu, saj je bila inhibicija adhezije skoraj enaka kot na polistirenu. Nekoliko 
slabšo sposobnost inhibicije teh bakterij smo ugotovili na nanohibridni kompozitni 
površini. Pri obeh vrstah medu je bila le–ta nižja, zelo izrazito pri medu manuke MGO 
100
+
 in sicer 91,71 % inhibicija na amalgamskem disku ter 25,33 % inhibicija na 
nanohibridni kompozitni površini. Sposobnost inhibicije kostanjevega medu je bila nižja za 
četrtino in sicer 89,47 % na amalgamskem disku in 62,18 % na nanohibridni kompozitni 
površini. Da bi lahko z večjo gotovostjo potrdili rezultate, bi morali za izvedbo analize 
imeti več amalgamskih diskov in nanohibridnih kompozitov z enakimi površinskimi 
lastnostmi. Lahko rečemo, da ima nanohibridna kompozitna površina določen vpliv na 
sposobnost adhezije pri teh dveh vrstah medu, saj je bila le–ta pri obeh manjša, vendar, da 
bi lahko ugotovili kako različni materiali vplivajo na sposobnost inhibicije adhezije 
različnih vrst medu, bodo potrebne še dodatne raziskave. 
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6 SKLEPI 
Na podlagi dobljenih rezultatov v raziskavi lahko sklepamo: 
o Vzorci lipovega, medu oljne ogrščice, cvetličnega, smrekovega, kostanjevega, 
medu manuke MGO 100
+
, manuke UMF 10
+
 in manuke MGO 400
+
 so imeli na 
izbrane bakterije ustne votline protimikrobni učinek. Minimalna inhibitorna 
koncentracija (MIK) različnih vrst medu za bakterije vrst Streptococcus cristatus, 
Staphylococcus warneri in Prevotella oralis je med 4,69 in 25 %. 
 
o Kostanjev in smrekov med sta imela največji protimikrobni učinek viden pri 
bakterijah seva Strept. cristatus ŽMJ477. 
 
o Različne subinhibitorne koncentracije medu (0,1 MIK, 0,3 MIK in 0,5 MIK) so 
različno vplivale na adhezijo bakterij na polistirenu, višja subinhibitorna 
koncentracija medu je imela za posledico večji protiadhezivni učinek kot nižja. 
 
o Najmočnejše protiadhezivno delovanje na polistirenu so imeli medovi manuke, 
lipe, oljne ogrščice in kostanja pri vseh testiranih bakterijskih sevih ustne votline. 
Najbolje so inhibirali adhezijo sevov Strept. cristatus ŽMJ476 in Staph. warneri 
ŽMJ478, medtem ko je smrekov med v vseh koncentracijah in pri vseh sevih 
najslabše inhibiral adhezijo. 
 
o Kostanjev med in med manuke MGO 100+ sta inhibirala adhezijo bakterij vrste 
Strept. cristatus na amalgamu in nanohibridnem kompozitu. 
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7 POVZETEK 
V naši raziskavi smo proučevali ali ima dodatek različnih vrst medu na izbrane seve 
bakterij ustne votline Strept. cristatus ŽMJ476, Strept. cristatus ŽMJ477, Strept. cristatus 
ŽMJ479, Staph. warneri ŽMJ478, Prevotella oralis ŽMJ480 protimikroben in 
protiadhezivni učinek. Zanimal nas je tudi vpliv materialov, ki se uporabljajo v 
zobozdravstvu za obnavljanje zobne površine. 
Osmim vrstam medu (lipov, med oljne ogrščice, cvetlični, smrekov, kostanjev, med 
manuke MGO 100
+
, manuke UMF 10
+
, manuke MGO 400
+
) smo določili minimalno 
inhibitorno koncentracijo (MIK). Da med ne bi vplival na samo rast, ampak le na 
zmanjšanje adhezije oz. pritrjevanja, smo se odločili za 3 subinhibitorne koncentracije (0,1, 
0,3, in 0,5 MIK).  
Rezultati so pokazali, da vse testirane vrste medu delujejo protimikrobno. Najboljši 
protimikrobni učinek sta imela kostanjev in smrekov med na sev Strep. cristatus ŽMJ477, 
najslabši pa medovi manuke na sev Staph. warneri ŽMJ478. Rezultati so pokazali, da je 
koncentracija medu zelo pomemben dejavnik, ki vpliva na inhibicijo adhezije. Do 
najmočnejšega protiadhezivnega učinka je prišlo pri 0,5 MIK. Pri tako visoki koncentraciji 
so imele protiadhezivno delovanje vse vrste medu, razen smrekovega. Dober 
protiadhezivni učinek na vse seve so imele vrste medu manuke, kostanja, lipe in oljne 
ogrščice. Pri bakterijah seva Strept. cristatus ŽMJ477 je imel kostanjev med in med 
manuke MGO 100
+
 slab inhibitorni učinek na adhezijo. Pri bakterijah vrste Prevotella 
oralis so dobro inhibirali adhezijo kostanjev, med oljne ogrščice in lipov med. Zanimivo 
je, da le pri tem sevu večina medov v nizkih koncentracijah ni pokazala učinka, medtem ko 
je bila pri drugih sevih adhezija močno povečana.  
Za testiranje vpliva površine smo izbrali dve vrsti medu z najboljšim protiadhezivnim 
učinkom (kostanjev med in med manuke MGO 100
+
 pri 0,5 MIK) in bakterije seva Strept. 
cristatus ŽMJ476. Inhibicija adhezije je bila zelo dobra in primerljiva s protiadhezivno 
učinkovitostjo na polistirenu. Obe vrsti medu sta delovali podobno. Do večjih razlik v 
odstotku inhibicije adhezije je prišlo na površini nanohibridnega kompozita, kjer je imel 
med manuke slabši protiadhezivni učinek, kot kostanjev med. Na nanohibridnem 
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kompozitu sta ti dve vrsti medu izkazali manjšo inhibicijsko sposobnost adhezije kot na 
polistirenu. 
Kar nekaj avtorjev (da Silva in sod., 2016; Maddocks in sod., 2013; Badet in Quero, 2011; 
French in sod., 2005; Molan, 1992) navaja dobro protimikrobno in protiadhezivno 
učinkovitost medov, kar potrjujejo tudi naši rezultati. Za izkoriščanje teh lastnosti v smislu 
ustne higiene bo potrebno narediti še dodatne raziskave, predvsem na področju mehanizma 
protimikrobnega in protiadhezivnega delovanja različnih vrst medu. Ker so rezultati 
pokazali, da ima kostanjev med zelo dobro protiadhezivno aktivnost na amalgamu in 
nanohibridnem kompozitu kot primeru novejšega nadomestnega zobnega materiala, bi bile 
raziskave mehanizma delovanja te vrste medu zelo zanimive in upravičene.  
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PRILOGE 
Priloga A: Inhibicija/stimulacija adhezije (%) bakterijskih sevov na polistirenu ob dodatku različnih vrst 
medu. 
Vrsta medu MIK 
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a
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a
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 b 
–0,4 ± 0,9 
a 
–0,9 ± 21,3 
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–5,9 ± 6,3 
a 
–1,1 ± 13,3 
a 
–31,7 ± 14,7 
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 –84,5 ± 5,0 
c
 –88,1 ± 5,6 
c
 –14,1 ± 10,4 
b
 
Legenda: MIK: minimalna inhibitorna koncentracija; MGO 100
+
: metilglioksal 100 mg/kg; MGO 400
+
: 
metilglioksal 400 mg/kg; UMF 10
+
: unikatni manuka faktor z enako protimikrobno učinkovitostjo kot 10 % 
fenolna raztopina; a,b, c: rezultati z različno oznako, se medseboj statistično značilno razlikujejo (p < 0,05) 
za posamezno kombinacijo vrsta medu/bakterijski sev 
 
Kokalj M. Vpliv različnih vrst medu na bakterijsko adhezijo.   
   Magistrsko delo (Du2) Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
Priloga B: Inhibicija/stimulacija adhezije bakterij seva Strept. cristatus ŽMJ476 na amalgam in 
nanokompozitni hibrid ob dodatku 0,5 MIK kostanjevega medu in medu manuka MGO 100
+
  




Kostanjev –89,47 ± 4,0 
a 
Med manuke MGO 100
+
 –91,71 ± 4,5 
a 
Nanohibridni kompozit 
Kostanjev –62,18 ± 8,8 
a
 
Med manuke MGO 100
+




: metilglioksal 100 mg/kg; *: a,b: rezultati z različno oznako se medseboj statistično 
značilno razlikujejo (p < 0,05) za posamezno kombinacijo površina/vrsta medu 
 
